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ЗНАЧЕНИЕ СОВРЕМЕННЫХ 
МЕТОДОВ ИССЛЕДОВАНИЯ 
ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ 


Одной из основных задач, поставленных ХХУ съездом КПСС 
на десятую пятилетку, является улучшение качества всех видов 
выпускаемой продукции. 

В широкое понимание проблемы качества включается и по- 
вышение качества продуктов питания. 

В современных условиях проблемы определения качества, 
рационального использования, повышения питательной ценно- 
сти и потребительных достоинств пищевых продуктов решаются 
на основе глубокого исследования их состава, физико-химиче- 
ских и реологических свойств с использованием современных 
методов анализа. 

Необходимость их применения определяется тем, что пита- 
тельная ценность продукта зависит прежде всего от содержания 
усвояемых веществ и элементов в оптимальном соотношении. 
Однако данные А. А. Покровского [164] о сбалансированном со- 
держании питательных веществ и элементов в среднем суточ- 
ном рационе питания подтверждают, что питательная ценность 
продуктов зависит не только от общего содержания белков, 
жиров, углеводов, макро- и микроэлементов, витаминов, но и 
в неменьшей степени от аминокислотного состава белка, жирно- 
кислотного состава липидов и т. д. 

Комплексное же исследование продуктов возможно лишь на 
основе использования современных методов анализа, преиму- 
щественно физико-химических. Такие методы позволяют глубоко 
изучить структуру веществ, входящих в состав каждого про- 
дукта, и сделать объективную оценку его состава и свойств. 

Из них наиболее широко применяются хроматографические 
методы в различных модификациях — от наиболее простых (хро- 
матография на бумаге и в тонких слоях) до наиболее сложных 
автоматизированных (газовая и высокоскоростная жидкостная 
хроматография). Современные хроматографы автоматически за- 
писывают жирнокислотный состав липидов, аминокислотный 
состав белков и могут быть применены для определения углево- 
дов, кислот, ароматических и других соединений. 

Чрезвычайно велико значение, широка область применения 
и перспективы использования спектроскопических и спектро- 
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фотометрических методов р. позволяющих С боль. 
ее содержание макро- и мик. 
роэлементов, концентрацию веществ и их качественные осо. 
бенности. г 

К числу перспективных относятся также методы люминес- 
центного анализа, основанного на обнаружении и количествен- 
ном определении состава веществ по их люминесценции. Прен. 
муществом этого метода является высокая чувствительность, 
что дает возможность распознать неощутимое по вкусу и запаху 
изменение веществ продукта и использовать его для диагнос. 
тики порчи продуктов питания, а также для определения вита- 
минов и других веществ. 

Потребительные достоинства продуктов тесно связаны с их 
консистенцией, обусловленной структурно-механическими свой- 
ствами — прочностными, упругими, пластическими, вязкостными. 
Во многих случаях при постоянном содержании питательных, 
вкусовых и ароматических веществ решающую роль в оценке 
потребительных достоинств, например, хлеба, кондитерских из- 
делий, мясных и многих других продуктов имеют структурно- 
механические свойства. Основываясь на реологических исследо- 
ваниях, можно не только охарактеризовать консистенцию про- 
дукта, но и получать продукты практически с любой заданной 
консистенцией. 

Современные методы исследования незаменимы и для уста- 
новления безвредности продуктов в связи с возможным попада- 
нием в них различных химических соединений, применяемых 
для борьбы с вредителями сельского хозяйства (пестициды), 
кже искусственных красителей, 
‚› полициклических ароматических угле- 


рименение современных методов исследования пищевых 
продуктов позволяет не только глубоко 


ими методами, прогнози- 
способы хранения и сроки 
нтроле процессов хранения большое значе- 
ние приобретают дистанционные методы определения темпера- 
туры, влажности и других условий хранения (освещенности, 


к и движения Воздуха), на основе которых могут быть 
обеспечены оптимальные режимы хранения. 
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Роль и значение проблемы качества пищевых продуктов не- 
изменно возрастают с дальнейшим развитием социалистической 
экономики. Учитывая это, авторы поставили перед собой за- 
дачу — изложить в удобной для практического применения фор- 
ме современные физико-химические методы исследования ка- 
чества пищевых продуктов. 

В книге освещены некоторые вопросы теории и практическое 
приложение спектральных, хроматографических, люминесцент- 
ных и реологических методов для определения качества пище- 
вых продуктов. Описанию каждого метода предшествует крат- 
кое теоретическое введение, цель которого — дать физическое 
обоснование описываемого явления и процесса, после чего приво- 
дятся конкретные методики. Такое изложение материала помо- 
жет читателю разобраться в основах методов и рационально 
использовать их при исследовании практически любых пищевых 
продуктов. 

Хотя общая идея книги едина на протяжении всех разделов, 
каждый из них имеет самостоятельное значение. Поэтому любой 
из вопросов, рассмотренных в книге, может быть изучен само- 
стоятельно без проработки всего материала в целом. 


* * 
* 
Отзывы и пожелания просьба: направлять по адресу: Москва 
121864, Бережковская набережная, 6, издательство «Эконо- 
мика», редакция литературы по товароведению. 


СПЕКТРАЛЬНЫЕ МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ 
ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ 


Среди современных методов физико-химических анализов все 
большее распространение приобретает спектроскопия, позволя- 
ющая получить наиболее полную информацию о важнейших 
свойствах продукта. 

Спектральный анализ используется для определения разно- 
образных органических соединений, а также минеральных эле- 
ментов с концентрацией 10-2— 10-6 моля. 


2.1. АБСОРБЦИОННАЯ СПЕКТРОСКОПИЯ 


2.1.1. ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ АБСОРБЦИОННОЙ 
СПЕКТРОСКОПИИ 





Спектроскопию 
сорбционную. 
Эмиссионная 
способность вещества. 
тельным термическим 
мов, когда электроны 
щении энергии на бол 
Абсорбционна 


условно можно разделить на эмиссионную и аб- 


измеряет интенсивнос 
нении с источником 
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Все 
ОлЯ- 
ШИх 


ЗНо- 
эле- 


При поглощении света внутренняя энергия атома или моле- 
кулы скачкообразно повышается от нормального уровня Во до 
более высокого Е!. Величина поглощенной энергии пропорцио- 


нальна частоте света: 
ЕВ, (1) 


где й— универсальная постоянная Планка, равная 6,624 
Х 10-2 Эрг/сек; 
у — частота падающего света, Гц или см". 
Частота у и длина волны ^ связаны соотношением 


Е (2) 





Рис. 1. Схема фотоэлектрического спектрофотометра: 


1— источник света; 2 — призма; 3 — щель; 4 — держатели с кюве- 
тами; 5 — фотоэлемент 


Для каждой группы веществ (молекул) характерны колеба- 
тельные и вращательные состояния, различающиеся сравни- 
тельно небольшой энергией, поэтому группа молекул поглощает 
или выделяет энергию в определенных участках спектра. Од- 
нако функциональные группы в различных молекулах не всегда 
дают поглощения при совпадающих длинах волн. Это объясня- 
ется тем, что длина волны поглощения каждой группы веществ 
определяется энергией перехода, а в различных молекулах 
электронные переходы различаются по энергетическим характе- 
ристикам вследствие неравноценности их окружения. Поглоще- 
ние в видимой и ультрафиолетовой областях связано с возбуж- 
дением электронов, поэтому их спектры выдают ограниченную 
информацию о строении молекул. Поглощение в инфракрасной 
области связано с молекулярными колебаниями, а соответствую- 
щие им спектры представляют больше сведений о строении 
соединений. 





Основной закон спектроскопии 


В основе всей снектроскепии веглощения в области оптических 
спектров лежат общие законы, устанавливающие соотношение 
между величиной поглощения и количеством поглощающего ве- 
щества. 

Первый закон выражает зависимость между поглощающей 
способностью и толщиной слоя вещества — закон Бугера — Лам: 
берта, открытый в 1729 г. Бугером. Поток лучей монохромати- 
ческого света, проходя через поглощающую среду, ослабляется 
по экспоненциальному закону: 

Пе бе КЕ (3) 


где / — интенсивность прошедшего излучения; 
[о — интенсивность падающего излучения; 
[ — толщина поглощающего слоя; 

К — коэффициент поглощения, зависящий от природы ве- 
щества и длины волны, но не зависящий от концентра- 
ции и представляющий индивидуальную характери- 
стику веществ; 

С — величина постоянная. 

Логарифмируя это уравнение, находим 


р = КА, 


где ДР — оптическая плотность раствора; 
К’=2,303 К. 


1 
Оптическая плотность показывает соотношение =. и зависит 


от толщины слоя. Этому закону подчиняются все вещества. 

Второй закон, открытый в 1852 г. Бером, устанавливает 
связь поглощающей способности с концентрацией веществ 
в растворе. Коэффициент поглощения 

К: =еС, (5) 
где С — концентрация вещества; 
= — коэффициент, не зависящий от концентрации. 

Второй закон не имеет столь универсального значения, как 
первый. Нередки случаи отклонения, связанные с концентрацией 
веществ и с особенностями их поведения в растворе. Отклоне- 
ние от закона Бера может происходить в результате межмолеку- 
лярного взаимодействия веществ в растворе, которое меняется 
с повышением концентрации. Окрашенные соединения могут дис- 
социировать в растворе с образованием бесцветных ионов. Неко- 
торые вещества в концентрированных растворах способны об- 
разовывать комплексы, которые меняют спектр поглощения. 
Светопоглощение веществ может зависеть от концентрации во- 
дородных ионов в растворе. В таких случаях используют буф- 
ферные растворы для поддержания определенного рН. 
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Для проверки закона Бера необходимо установить зависи- 
мость оптической плотности от коицентрации. На спектрофото- 
метре снимают кривую поглощения растворов с различной кон- 
центрацией определяемых веществ. Выбирают несколько длин 
волн, близких к максимальному поглощению, и строят графи- 
ческую зависимость оптической плотности от концентрации. 
Если получается прямая линия, то закон Бера выполняется. 

Объединяя формулы 3 и 5, получаем уравнение основного 
закона спектроскопии — закона Бугера—Ламберта—Бера: 


= 110 °Сили = =) С. (6) 


Если концентрация выражена в молях, а толщина слоя в сан- 
тиметрах, то коэффициент = называют молярным коэффи- 
циентом поглощения (погашения). Это постоянная 
величина, которая зависит от длины волны падающего света, 
температуры раствора, природы растворенного вещества и со- 
ответствует светопоглощению молярного раствора анализируе- 
мого вещества в кювете толщиной | см. 

Если не известен молекулярный вес исследуемого сложного 


органического вещества, то интенсивность выражают как а , 


что означает поглощение света 1%ф-ным раствором в кювете 
толщиной 1 см. Эта величина легко переводится в коэффициент 
мольной экстинции по уравнению 


2—2! *м.0,1 М. (7) 


Из уравнения 6 видно, что величина оптической плотности 
прямо пропорциональна концентрации веществ в растворе. Эта 
зависимость может быть представлена графически. Получаемая 
прямая линия свидетельствует о соблюдении закона Бугера — 
Ламберта—Бера. Если зависимость имеет криволинейный ха- 
рактер, то основной закон не соблюдается, и следует выбирать 
концентрации определяемых веществ, для которых зависимость 
оптической плотности от концентрации будет иметь прямую лн- 
нию, проходящую через начало координат. 


Молярный коэффициент поглощения 


При графическом изображении зависимости оптической плот- 
ности от концентрации наклон прямой линии определяется тол- 
щиной кюветы и молярным коэффициентом поглощения. Про- 
дифференцировав уравнение 6 по С, получаем: 
ВЕ а Ё (8) 
ас АС 


Следовательно, с изменением концентрации ДС изменение опти- 
ческой плотности тем больше, чем больше молярный коэффициент 
поглощения. Коэффициент же &) имеет наибольшую величину 
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при длине волны, соответствующей максимальному поглощению. 
Поэтому при проведении количественного спектрального ана. 
лиза с наибольшей точностью и чувствительностью измерение 
оптической плотности желательно проводить в области спектра, 
где поглощение лучей является максимальным. 

Молярный коэффициент поглощения не зависит от концен- 
трации веществ при прохождении света данной длины волны. 
Величина молярного коэффициента поглощения колеблется 
в широких пределах для разных соединений. Поскольку погло- 
щение является безразмерной величиной, то размерность # об- 
ратна размерности СГ т. е. & будет =: моль-1 см-1. Величина 
& меняется от единиц до сотен тысяч. Молярный коэффициент 
поглощения является мерой чувствительности спектрального 
анализа. Чем больше величина в, тем выше чувствительность 
определения. Поэтому правильный выбор длины волны имеет 
прямое отношение к чувствительности, которая рассчитывается 
по уравнению 

С а Эмин С (9) 


мин ^— [ 
макс (макс 


Например, определяют минимальные концентрации раствора 
диэтилдитиокарбамината меди на разных участках спектра 
(разные длины волн). Наименьшее значение оптической плот- 
ности Оыин, которое может быть измерено оптическим прибором 
для двух участков спектра, будет одинаково, / также одинакова. 
Тогда минимальные концентрации (по формуле 9) будут на- 
ходиться в обратной зависимости от величины их молярных 
коэффициентов погашения: 


_Сыиназв — вы (10) 


Смин 540 436 
Рассчитанные значения 51 И ею оказались равны соответ- 
ственно 12800 и 1600. Подставляя эти значения в уравнение 10, 


получим 
Смин 436 8810001 


Сминыю 12800 8 





, 


т. е. чувствительность определения меди в виде диэтилдитиокар- 
бамината при ^=436 нм в 8 раз выше, чем при ^=540 нм. 

В табл. 1 представлены фотометрические величины, которые 
приняты в терминологии спектроскопии. 

В иностранной. литературе символы фотометрических вели- 
чин несколько отличаются от отечественных: оптическая плот- 
ность (поглощаемость)` вместо Р обозначается А, коэффициент 
погашения вместо К — а, толщина кюветы вместо /— В. 

Правильный выбор участка спектра для фотометрирования 
имеет исключительно важное значение в спектральном анализе. 
Форма кривой поглощения может иметь различный характер. 
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Таблица 1 
Основные фотометрические величины 
Термин Символ Формула 
‹ ы + 1 ее 
Оптическая плотность ..... р рт = 18 —® = КС = — 5 Т 
1 
Нронускание ть, т = — 10 Кб! 
т 
Коэффициент погашения (погло- 
о, К к++=_В 
С.1 
Молярный коэффициент погаше- 
ния при длине волны ‚... =), 243 = Е 
Ри 
С-1 
Толщина поглощающего слоя 
ЦЕЮВЕТЫ).. ОМ рр им 1 — 
Длина волны света, ни..... А — 





Примечания: 
1. В отечественной и зарубежной терминологии иногда вместо термина «оптическая 
плотность» употребляют термин «экстинция» (Е), а вместо термина «коэффициент пога - 


шения» — «коэффициент экстинции». 
2. ++ В этих формулах концентрация (С) выражена в г/л, толщина слоя в см. 
3. {3 В этой формуле концентрация (С) выражена в г-моль/л, толщина слоя в см. 


Некоторые вещества дают сплошные поглощения без отчетли- 
вых максимумов и минимумов. В этом случае коэффициент 
поглощения почти не зависит от длины волны. Большинство ор- 
ганических соединений имеет избирательное поглощение с от- 
четливыми зонами максимума и минимума. Форма спектра 
обусловливается составом молекул и характером связи атомов 
в органических молекулах: простые и кратные, двойные и трой- 
ные связи. Электроны этих связей имеют различную энергию и 
возбуждаются излучением с различной длиной волны. Наиболь- 
шая энергия требуется для возбуждения электронов простой 
связи углерод-углерод. Поэтому спектры поглощения предель- 
ных углеводородов лежат в трудной для измерения ультрафио- 
летовой области с длиной волны менее 170 нм. 


Поглощение хромофорных групп 


Группы, вызывающие поглощение в области 200—800 нм, полу- 
чили название хромофорных. Эти группы содержат не менее 
одной кратной связи: С=С, С=С, С=О,; С=М, М№=0, М=М, 
С=$5, $=0, $0», №02 и др. Энергия возбуждения электронов 
кратных связей существенно меньше энергии возбуждения прос- 
тых связей. Характер спектра поглощения определяется нали- 
чием в анализируемом соединении таких кратных связей. 
Известно, что накопление в молекуле двойных связей вызывает 


И 





смещение спектра в длинноволновую сторону; ее ДВОЙ- 
ная связь сдвигает спектр я пВимерво На 30 я, 
Например, бутадиен поглощает ег. а В-каротин, имею. 
щий цепочку из одиннадцати СН=<СН-групп, дает максимум 
поглощения при 452 нм. г : 

При выполнении анализов в видимой и ультрафиолетовой 
областях приходится иметь дело с сильно разбавленными рас- 
творами, в которых нельзя не учитывать особенности раствори- 
теля. Основными требованиями, предъявляемыми к раствори- 
телям, являются следующие: растворители не должны иметь 
собственных полос поглощения в области поглощения исследуе- 
мого соединения; не должны смещать максимум поглощения 
соединения; должны быть устойчивы при работе и легко под- 
вергаться очистке. 

В качестве растворителей в области выше 200 нм могут быть 
использованы предельные углеводороды, вода, спирт, эфиры. 
Насыщенные углеводороды благодаря отсутствию в них поляр- 
ных групп практически не взаимодействуют с растворенным вс- 
ществом и не искажают спектра. При.использовании в качестве 
растворителей воды, спиртов, простых эфиров следует счи- 
таться с их влиянием на растворенное вещество, особенно если 
вещество имеет полярные группы. Полярный растворитель мо- 
жет смещать полосу поглощения анализируемого вещества и 


В сторону более коротких волн, и В длинноволновую область 
[83, 129], 


2.1.2. ПРИМЕНЕНИЕ АБСОРБЦИОННОЙ СПЕКТРОСКОПИИ 
ДЛЯ АНАЛИЗА ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ 


Определение степени окисленности жира 
с 2-тиобарбитуровой кислотой 


Метод основан на образовании окрашенных соединений 2-тио- 
барбитуровой кислоты (ТБК) с некоторыми из вторичных про- 
дуктов окисления жира. Степень окрашивания зависит от глу- 
бины окисления жира, в результате чего образуются альде- 


гиды, основным из которых является молоновый альдегид. 
В спектре поглощения окрашенных соединений имеются два 
максимума при длине волны 450 нм и 535 нм. Первому макси- 
муму (450 нм) соответствуют желтоокрашенные продукты реак- 
ции конденсации ТБК с моноальдегидами, а второму (535 нм) — 
красноокрашенные соединения ТБК с диальдегидами. 

Данная реакция широко используется для оценки степени 
окисленности растительных и животных жиров вследствие высо- 
кой чувствительности, воспроизводимости и взаимосвязи этого 
показателя с органолептической оценкой свежести жиров. 
В связи с тем что механизм этой реакции полностью не извес- 
тен, результаФы анализов выражаются в относительных едини- 
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пах оптической плотности. Анализ степени окисленности жира 
различных продуктов с ТБК отличается особенностями подго- 
товки пробы для измерения. оптической плотности на спектро- 
фотометре или фотоэлектроколориметре. Это касается особенно 
метода выделения жира. 


Определение степени окисленности жира молока 


Определение основано на обработке молока ТБК в присутствии 
фосфорной кислоты, извлечении окрашенного продукта экстрак- 
ционной смесью (изоамиловый спирт-пиридин в соотношении 
2:1). Изоамиловый спирт не может экстрагировать окрашенные 
продукты реакции, абсорбированные белками молока. Пиридин 
облегчает экстракцию окрашенных соединений. 

Реактивы: 0,05 М раствор 2-тиобарбитуровой кислоты 
в воде; 2 М раствор фосфорной кислоты; реактив 2-ТБК, приго- 
товляемый из 0,05 М раствора и 2М раствора фосфорной кис- 
лоты в соотношении объемов 1: 1; реактив ТБК, который можно 
приготовить растворением 0,33 г 2-тиобарбитуровой кислоты 
в 1 М растворе фосфорной кислоты в колбе объемом 100 мл; 
экстракционная смесь (химически чистый изоамиловый спирт и 
99% -ный пиридин в соотношении объемов 2: 1). 

Методика определения. 10 мл молока вносят пипеткой в про- 
бирку на 40 мл, добавляют 5 мл реактива ТБК и тщательно 
перемешивают. Пробирки помещают в кипящую водяную баню 
на 10 мин, после чего быстро охлаждают в холодной воде и 
добавляют 15 мл экстракционной смеси. Пробирку встряхивают 
не менее 10 мия, центрифугируют 5 мин при 3000 об/мин. Опти- 
ческую плотность измеряют при ^=535—540 нм (зеленый свето- 
фильтр). Контрольный раствор готовят одновременно с рабочим, 
но вместо молока добавляют 10 мл воды. 

При определении степени окисленности жира сухого молока 
или сыра навеску берут соответственно 2 г и 6 г, добавляют 
75 мл реактива ТКБ и смесь перемешивают в течение 15 мин. 
Затем колбу помещают в кипящую водяную баню на час, отби- 
рают 10 мл реакционной смеси и переносят в центрифужную 
пробирку, содержащую 10 мл экстракционной смеси. После 
встряхивания центрифугируют, прозрачную часть раствора поме- 
щают в кювету 1 см и измеряют величину оптической плотности. 


Определение степени окисленности жира сливочного 
масла 


Анализ сливочного масла с ТБК предусматривает либо предва- 
рительное выделение молочного жира, либо отгонку продуктов 
окисления, либо их экстракцию. Сравнительная оценка сущест- 
вующих методов показала преимущество экстракции, позволяю- 
щей наиболее полно выделить продукты окисления жиров, на- 
ходящихся как в самом молочном жире; так и в плазме масла. 
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Реактивы: [н. раствор соляной кислоты; петролейный эфир; 
реактив ТБК; экстракционная ыы а спирт и 
99%-ный пиридин в соотношении объемов 1:1). 

Методика определения. Навеску сливочного масла 10 › 
(0,01 г) помещают в центрифужную пробирку с притертой 
пробкой (лучше из термостойкого стекла) и выдерживают 
в горячей воде при температуре 70—80°С в течение 3 мин для 
полного расплавления молочного жира. После этого в пробирку 
добавляют 2 мл дистиллированной воды, | мл [н. НС, энер- 
гично встряхивают, повторно нагревают | мин и центрифуги. 
руют 3 мия (при 5000 об/мин). Слой молочного жира «обсасы- 
вают» пипеткой. Водную фракцию промывают несколькими пор- 
циями петролейного эфира до исчезновения видимых остатков 
жира. Эфир каждый раз удаляют пипеткой с отсасывающей 
грушей. По окончании промывания содержимое пробирки цент- 
рифугируют 2—3 мин для более полного удаления эфира. 

В оставшуюся водную фракцию добавляют 1,5 мл реактива 
ТБК и выдерживают на водяной бане 15 мин. Пробирку быстро 
охлаждают до 18—20° С, приливают 5 мл экстракционной смеси, 
энергично встряхивают и центрифугируют 10 мин при 
5000 об/мин. ы 

Прозрачный, окрашенный раствор переносят пипеткой в кю- 
вету | см и измеряют оптическую плотность при ^=490 нм, 
535 нм и 580 нм. Контрольный опыт готовят в аналогичных 
условиях, но без масла, и вместо 2 мл воды добавляют 3,6 мл 
с учетом влаги сливочного масла. 


Расчет действительной оптической плотности окрашенных 
соединений проводят по формуле 


7) р 
В=Оь— — 580-- 


(11) 


где О» — максимум поглощения окрашенного соединения 
при ^=535 нм; 

Рю и Оз — минимальное поглощение в спектре определяемого 
окрашенного соединения при ^=490 нмил=580 нм, 
их оптические плотности вычитаются для освобож- 
дения от фона. 


Метод позволяет объективно оценивать качества масла при 
хранении [123]. 


Определение степени окисленности жиров 
с флороглюцином (по Крейсу—Лури) 


Метод основан на реакции флороглюцина с альдегидами в кис- 
лой среде с образованием окрашенного комплекса [251]. 

Реактивы: концентрированная соляная кислота уд. веса 1,19; 
1%-ный эфирный раствор флороглюцина; бутиловый спирт; 
сульфат натрия кристаллический. 
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Методика определения. Навеску жира 5—10 г взвешивают 
в химическом стаканчике на технических весах, переносят в де- 
лительную воронку на 100 мл и по разнице весов определяют 
взятую пробу. 

В воронку приливают 5 мл концентрированной НС\, содер- 
жимое встряхивают 5 мин, добавляют 5 мл 1%-ного эфирного 
раствора флороглюцина и оставляют на 5 мин. Затем энергично 
встряхивают и дают отстояться до полного расслоения двух фаз: 
интенсивно окрашенный кислый слой и жировая фракция (мо- 
жет быть тоже слегка окрашена). Окрашенный нижний кислый 
слой осторожно сливают в другую делительную воронку (100— 
150 мл), добавляют 5 мл бутанола, встряхивают, приливают 
95 мл дистиллированной воды и все тщательно перемешивают. 
Происходит расслоение: нижний водный слой, обычно неокра- 
шенный или слабоокрашенный, и верхний бутаноловый слой 
с растворенным окрашенным комплексом. 

Водную фазу сливают, а оставшийся бутаноловый слой на- 
чинают промывать водой, предварительно добавляя каждый раз 
по 5 мл бутанола. Промывают порциями воды по 25 мл пять — 
восемь раз до доведения рН промывной воды до 5 на рН-метре. 
Бутаноловая фракция содержит небольшие капельки воды 
в виде эмульсии. Для ее осушения добавляют 0,1—0,3 г суль- 
фата натрия до получения прозрачного окрашенного слоя. Свет- 
лый слой раствора сульфата сливают, а оставшийся слой бута- 
ноловой фракции переносят в мерный цилиндр и замеряют 
объем бутаноловой фракции. Спектр поглощения снимают на 
спектрофотометре при длине волны 548 нм в кювете | см. 

Удельное поглощение вычисляют по формуле 

ЕЕ, (12) 
р:100 





где 2 — величина оптической плотности; 
У — объем бутаноловой фракции; 
р — навеска. 


Определение пектиновых веществ карбазольным методом 


Метод основан на характерной для уроновых кислот реакции 
с карбазолом в концентрированной Н25О4. При действии кон- 
центрированной Н2$50О, на пектиновые вещества образуется 
фурфурол, который вступает во взаимодействие с карбазолом и 
образует окрашенное соединение при длине волны 535 нм. При- 
менение бората способствует быстрому развитию окраски, повы- 
шает ее стабильность (окраска сохраняется 16 часов), снижает 
влияние различных окислителей. Перед реакцией пектиновых 
веществ с карбазолом необходимо проводить деметоксилирова- 
ние их раствором едкого натра, что значительно повышает вос- 
производимость результатов анализа и чувствительность. 
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Реактивы: химически чистая концентрированная Н.$О, уд. 
г очищают добавлением 0,15 2 моче. 
веса 1,84 (серную кислоту ы 
вины на 100 мл кислоты и нагреванием смеси в течение часа). 
химически чистый натрий тетраборнокислый Ма›В4О:-10 Н,0 
(если реактив неё является химически чистым, то его пере. 
кристаллизовывают, для чего 100 г буры растворяют в 550 мл 
воды при 50—60° С, раствор фильтруют, охлаждают, кристаллы 
собирают в воронке Бюхнера; 250 г буры растворяют в 100 мл 
концентрированной Н›50:); 0,2%-ный раствор карбазола в аб- 
солютном этаноле (раствор хранят в темноте до 12 недель); га- 
лактуроновая кислота (если препарат окрашен, то его пере- 
кристаллизовывают из спирта при 0—1°С); 0,05 н. раствор 
МаОН; 0,05 н. раствор НС!; 0,3 н. раствор НС!; 1$ -ный рас- 
твор лимоннокислого аммония. 

Методика определения. Навеску 10 г свежего продукта 
(плодов, овощей) тщательно растирают со стеклом в ступке до 
однородной’ массы, переносят водой в коническую колбу или 
центрифужные пробирки, добавляют около 100 мл нагретой до 
40°С воды и оставляют на 30 мин на водяной бане (лучше 
энергично взбалтывать 15—20 мин, после чего центрифугиро- 
вать), сливают жидкость через фильтр в мерную колбу на 
250 мл. Остаток повторно заливают водой, промывают фильтр 
и полученный фильтрат доводят водой до метки... Получается 
вытяжка водорастворимых пектиновых веществ. 

Остаток из центрифужных пробирок переносят в коническую 
колбу на 50 мл 0,3н. раствором НС, закрывают пробкой с об- 
ратным холодильником и помещают на 10 мин в кипящую во- 
дяную баню. После этого фильтруют через складчатый фильтр 
в мерную колбу на 250 мл, остаток промывают несколькими пор- 
ЦИЯМИ ВОДЫ. Фильтр и осадок переносят в экстракционную 
колбу, заливают 50 мл 1%-ного раствора лимоннокислого ам- 
мония и выдерживают 30 мин на кипящей водяной бане. Затем 
все смывают водой в ту же мерную колбу, фильтрат охлаждают 
и доводят водой до метки. При этом получается вытяжка, кото- 


рая содержит нерастворимый протопектин и пектиновую кис- 
лоту. 


аждают льдом. В две пробирки до- 
раствора карбазола и все пробирки 
помещают на 10 мин в кипящую водяную баню. После охлаж- 
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дения измеряют оптическую плотность растворов при 535 им 
в кювете 0,5—1 см. 

Контролем служит пробирка без карбазола. 

Содержание пектиновых веществ рассчитывается по кали- 
бровочному графику, построенному по галактуроновой кислоте 
с концентрацией от 5 до 50 мкг/мл [10]. 


Определение фенольных соединений 
в растительных продуктах 


Существующие методы определения Ффенольных соединений 
должны учитывать особенности химического состава анализи- 
руемого продукта, а также большую химическую неоднород- 
ность веществ в составе обширной группы фенольных соедине- 
ний. Несмотря на значительное количество методов определения 
общего содержания фенольных веществ, все эти методы имеют 
существенные недостатки. Поэтому многие исследователи отка- 
зываются от определения суммы дубильных веществ, а пред- 
лагают методы определения отдельных фенольных соединений 
(катехинов, лейкоантоцианов, антоцианов и флаванолов). 

Ниже приведены отдельные методики, рекомендованные для 
продуктов с богатым содержанием фенольных соединений. 

Для определения общего количества полифенолов исполь- 
зуют реакции со следующими соединениями: 

реактив Фолина, который приготовляют из 100 2 Ма №О, - 
*2Н.О с добавлением 80 мл 85%-ной НзРО, и 750 мл воды, 
смесь кипятят 3 ч с обратным холодильником и после охлажде- 
ния доводят объем водой до литра; 

реактив Фолина — Дениса — 100 г Ма. \МО,.9Н.О, 20 г фос- 
форномолибденовой кислоты, 50 мл 85%-ной НзРО; и 750 мл 


‚ воды кипятят 2 чс обратным холодильником и доводят водой 


до литра; 

реактив Фолина — Чокальтеу —100 г Ма \№О..2Н.О, 95 2 
Ма›Моби, 700 мл воды, 50 мл НзРОь, 100 мл концентрированной 
НС кипятят с обратным холодильником 10 ч, затем добавляют 
150 г [1$0;1 и несколько капель брома или 30% -ной Н2О», снова 
кипятят без холодильника 15 мин, раствор охлаждают и дово- 
дят водой до литра. 

Все три реактива образуют синее окрашивание в результате 
восстановления указанных фосфорномолибденово-вольфрамо- 
вых кислот фенолами до голубых окислов \3Озз и МозО.з. 


Определение фенольных веществ в винах и винограде 


Методика определения. | мл вина помещают в мерную колбу 
на 100 мл (красные вина предварительно разбавляют водой 
в соотношении 1:5), добавляют | мл реактива Фолина — Чо- 
кальтеу, 10 мл 20%-ной Ма2СО., добавляют водой до метки и 


И 





через 30 мин измеряют интенсивность окраски на фотоэлектро- 
колориметре при светофильтре № 9 в кювете | см (максимум 
поглощения при 725 нм). : 

Стандартный раствор танина концентрацией 0,03 мг/мл при- 
готовляют из 3 мг танина растворением его в 100 мл водного 
10%-ного спирта при РН 3,2. 

Для построения калибровочного графика берут 1, 2, 5, 10, 20 
и 25 мл стандартного раствора танина в колбы на 100 мл, до- 
бавляют | мл реактива Фолина—Чокальтеу, 10 мл 20% -ной 
Ма›СО:, доводят до метки и через 30 мин определяют интенсив- 
ность окраски [30]. 


Определение общего содержания фенолов в плодах 


Методика определения. Навеску плодов 5 г фиксируют 10 мл 
горячего эталона и метанола, затем экстрагируют холодным 
спиртом до обесцвечивания и доводят до объема 50 мл. 0,5 мл 
раствора помещают в 10-миллиметровую градуированную про- 
бирку, доводят водой до 7 мл, содержимое перемешивают, до- 
бавляют 0,5 мл раствора Фолина — Дениса и снова встряхивают. 
Через 3 мин добавляют | мл насыщенного раствора Ма›СО;} и 
доводят водой до метки. По прошествии часа измеряют опти- 
ческую плотность при ^=725 нм в кювете | см. Если раствор 
мутный, то его центрифугируют. 

Раствор для сравнения готовят с теми же реактивами. Кали- 
бровочный график составляется по стандартному раствору та- 
нина (см. методику определения фенольных веществ в винах — 
стр. 17). 


Определение фенольных веществ в вине с помощью ванилина 


Метод основан на образовании в сильнокислой среде соединений 
розового цвета при взаимодействии ванилина с бензольным 
кольцом флаванов. 

Реактивы: раствор ванилина — готовят растворением | г ва- 
нилина в 100 мл 70%-ной серной кислоты; стандартный раствор 
танина — готовят растворением 3 г танина в 100 мл водного 
10%-ного спирта при РН 3,2, затем 0,5, 1, 2, 3, 4 и Б мл поме- 
щают в градуированные пробирки на 10 мл, добавляют до 6 мл 
воды и 4 мл раствора танина. 

Методика определения. Берут четыре колбы и в две из них 
вносят по 4 мл вина в разведении |: 50 для красных и 1: 10 для 
белых. В первую колбу добавляют 2 мл воды, 4 мл раствора 
ванилина; во вторую колбу вместо ванилина —4 мл 70%-ной 
Н›5Оз; в третью колбу вместо вина вносят 4 мл спирта с рН 
3,2, 2 мл воды, 4 мл раствора ванилина; в четвертую — то же, 
что и в третью, но вместо ванилина добавляют 4 мл 70%-ной 


Н250%. 
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Замеряют оптическую плотность при 500 нм и получают 2, 
О», Оз, Оь. Оптическая плотность В, соответствует сумме опти- 
ческой плотности раствора ванилина, образованного соедине- 
нием ванилина с танином, и окраске самого вина; О> — окраске 
вина в кислом растворе; Оз; — окраске раствора ванилина. 

Раствор в четвертой колбе используется в качестве конт- 
рольного. 

Оптическая плотность исследуемого раствора В=р,— (Б»-+ 
-+26з). По калибровочной кривой находят мг/мл танина, умно- 
жают на 125. 103 для красных вин и на 25.103 для белых вин. 

Указанный метод можно использовать для исследования 
плодов. Для этого навеску плодов 5 г фиксируют горячим эта- 
нолом, затем экстрагируют холодным спиртом и переносят 
в мерную колбу на 50 мл [30]. 


Определение антоцианов и лейкоантоцианов в винах 


Метод основан на способности лейкоантоцианов при нагревании 
с минеральными кислотами переходить в окрашенные соедине- 
ния. В вине сначала определяют окрашенные формы антоциа- 
нов, а после гидролиза лейкоантоцианов — коэффициент про- 
пускания раствора с суммарным количеством окрашенных соеди- 
нений. По разности определяют количество лейкоантоцианов. 

Реактивы: 50%-ный раствор этанола, подкисленный Н.$О, 
до РН 1,2; 30$-ный раствор НС!; насыщенный раствор 2,4-ди- 
нитрофенилгидразина. 

Методика определения. Берут 0,5—1 мл вина в мерную 
колбу на 25 мл, доводят до метки подкисленным этанолом 
(РН 1,2) и определяют коэффициент пропускания на фотоэлект- 
роколориметре с зеленым светофильтром в кювете 2 см. 





Коэффи- Концен- Коэффи- Концен- Коэффи- Концен- Коэффи- Концен- 


я ация траци 

циент пая циент Тре ВЕ циент трация | циент рая 
антоциа- антоциа- _ | антоциа антоциа- 

вЫ нов прону: нов, про нов, кА нов, 
Скания | м2/10 мл | СКАНИЯ мг/10 мл | Скания мг/10 мл | СКания мг/10 мл 





99 0,00040 85 0,00810 71 0,01810 57 0,03050 
98 0,00080 84 0,00855 70 0,01940 56 0,03200 
97 0,00120 83 0,00905 69 0,02030 55 0, 03400 
96 0,00165 82 0,00985 68 0,02100 54 0, 03600 
95 0, 00225 81 0,01070 67 0,02210 53 0,03700 
94 0,00285 80 0,01140 66 0,02320 52 0,03800 
93 0, 00340 79 0,01215 65 0,02455 51 0,03900 
92 0,00395 78 0,02490 64 0,02490 50 0, 04000 
91 0,00350 77 0,01350 63 0,02580 49 0, 04200 
90 0,00515. 76 0,01420 62 0,02700 48 0, 04350 
89 0,00580 75 0,01500 61 0,02810 47 0, 04500 
88 0, 00630 74 0,01570 60 0, 02850 46 0, 04700 
87 0,00700 73 0,01665 59 0, 02900 
86 0,00740 72 0, 01740 58 0,02950 












































Количество антоцианов можно определить по калибровоч- 
ному графику, составленному по энидину или приведенным на 
стр. 19 данным, полученным экспериментальным путем. 

Для перевода лейкоантоцианов в окрашенные соединения 
к 5 мл вина добавляют 20 мл 30%-ной НС! и 10 мл 2,4-динитро- 
фенилгидразина (для связывания альдегидов, разрушающих 
антоцианы). Смесь выдерживают на кипящей водяной ба 
в колбе с обратным холодильником в течение 30 мин. 

Полученный раствор содержит целый ряд окрашенных со- 
единений, мешающих определению антоцианов. Для очистки 
используют хроматографическую колонку (длиной 170 мм и ши. 
риной 10 мм), заполненную хлопчатобумажной ватой, предва- 
рительно промытой серным эфиром, 50%-ным спиртовым рас- 
твором и водой. Колонка вставляется в колбу Бунзена, подклю- 
ченную к водоструйному насосу. Раствор пропускается через 
колонку, промывается водой для удаления избытка 2,4-динитро- 
фенилгидразина и других водорастворимых соединений. 

Адсорбированные аглюконы элюируются 20 мл 50%-ного 
раствора подкисленного этанола. Элюат переносят в мерную 
колбу на 25 мл и доводят до метки. Содержание антоцианов оп- 
ределяют на фотоэлектроколориметре, как описано выше. По 
разности находят количество лейкоантоцианов [220]. 


не 


Определение суммы катехинов в чае (ускоренный метод) 


Метод основан на определенной оптической плотности окрашен- 
ных соединений катехинов чая с ванилиновым реактивом. 
Он позволяет быстро проводить серийные анализы, продолжи- 
тельность каждого из которых 40 мин. 

Реактивы: 2%-ный раствор уксусной кислоты; ванилиновый 
реактив (1%-ный раствор ванилина в концентрированной НС|); 
80%-ный этанол. 

Методика определения. | г измельченного черного или зеле- 
ного сухого чая помещают в колбу на 25 мл и экстрагируют 
20 мл воды на кипящей водяной бане в течение 20 мин. После 
охлаждения, доведения до метки и фильтрации 0,2 мл экстракта 
наносят на тонкий слой порошка целлюлозы на стеклянной 
пластинке 20х180 мм. Толщина слоя целлюлозы 1,5—9 мм, 
ширина .25—30 мм. Пластинку помещают в сосуд с 2%-ным 
раствором уксусной кислоты под углом 35—40° и хроматогра- 
фируют в восходящем токе растворителя в течение 15—20 мин 
при комнатной температуре. Слой целлюлозного порошка, рас- 
положенного выше старта, осторожно снимают и элюируют ка- 
техины 80%-ным этанолом. Элюат фильтруют и доводят объем 
до 15 мл. 

Для определения суммы катехинов к 0,5 мл элюата добав- 
ляют 2 мл ванилинового реактива и через 2 мин фотометрируют 
при ^=490—500 нм (сине-зеленый светофильтр) в кювете 0,5 см. 
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Бет У ЕЯ 


спектрофотометре СФ-4А в кювете [| см при 272 нм. Содержа. 
ние кофеина определяют по формуле 
д_ СРК 

— 1000’ 


где А — количество кофеина в исследуемой навеске, мг; 

С — содержание кофеина в хлороформенном экстракте по 

градуировочному графику, мг/л; 

Р — степень разбавления хлороформенного экстракта чис. 

тым хлороформом; 

К— количество хлороформа, используемого для экстракции 

кофеина из навески, мл. 

Присутствие танина не искажает результата определения 
кофеина. Градуировочный график строится по величине опти- 
ческой плотности хлороформенных растворов кофеина концент- 
рацией от 4 до 30 мг/л ]207|. 


(14) 


Определение теобромина или кофеина 


Метод основан на определении оптической плотности в УФ об- 
ласти спектра водных экстрактов алкалоидов (теобромина и 
кофеина), предварительно осветленных ацетатом свинца [250] 

Реактивы: основной ацетат свинца плотностью 1,23 г/мл— 
готовят смешиванием трех частей кристаллического ацетата 
свинца с одной частью окиси свинца, смесь нагревают на водя- 
ной бане с одной частью воды до образования массы белого 
цвета, затем приливают горячую воду до 14 частей, дают отсто- 
яться и фильтруют; бикарбонат натрия (мелко растертый 
в ступке); 10%-ная НС. 

Методика определения. Навеску (12) бобов какао, какао-по- 
рошка, шоколада или кофе вносят в плоскодонную колбу ем- 

т несколько кусочков пемзы и взвеши- 

холодной дистиллированной воды, на- 
гревают до кипения и осторожно при перемешивании кипятят 
5 мин. Колбу снимают с огня, добавляют 4 мл ацетата свинца, 
взбалтывают, охлаждают и взвешивают, доводя общий вес 
до 101 г. 

Содержимое колбы перемешивают и фильтруют через склад- 
чатый фильтр. Первые 10 мл отбрасывают. К’ 50 мл прозрач- 
ного или слегка мутного фильтрата добавляют 0,5 г МаНСО, 
для осаждения свинца. Смесь емешивают и фильтруют, от- 

ильтрат помещают в кварце- 
оптическую плотность при А 
272 нм и 306 нм. Содержание алкалоида определяют как 


В (ве —емин), (1.5) 


где Е — фактор пропорциональности, равный отношению 1 мг 
чистого теобромина или кофеина в 100 мл воды к величине его 
оптической плотности при максимуме поглощения. 
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тЫ теобромина (кофеина) рассчитывают следую- 
' я Е макс а ёмин 
к. (№ % теобромина = — 88") . (16) 
. а-У 
тра где а — навеска образца, г; 
КТе У — объем фильтрата, взятого для разведения. 


Ракта м Определение миоглобина мяса методом отражения 
С. 


+ Метод позволяет анализировать восстановленую, окисленную и 
траки гидроксилированную форму миоглобина говядины с помощью 
спектрофотометрии в области отражения. Пигменты определя- 





























РеДелених Коэффициент | Процент Е 
у: опти о оваа отражения К/$ ты ит К/5 
ОНЦент 
о ет 1,600 1,10 7,94 5,337 
0,71 19,5 1,662 ГИ 7,76 5,483 
0,72 19,1 1,713 1,12 7,59 5696 
0,73 18,6 1,781 1,13 7,41 5785 
в УФ 0,74 18,2 1,838 1.14 7,24 5,942 
0б- 0,75 17,8 1,898 1,15 7,08 6,098 
ромина и 0,76 17,4 1,961 1.16 6,92 6,260 
ца [250] 0,77 17,0 2'026 т 6,76 6,431 
0,78 16,6 2'095 1,18 6,61 6,598 
3 г/мл— 0,79 16,2 2,167 1,19 6,46 6,718 
ацетата 0,80 15,8 2244 1,20 6,31 6,966 
ь т 0,81 15,5 2,303 1.21 6,17 7,135 
на Вод 0,82 15,1 2'387 1,22 6,03 7,302 
ы белого 0,83 14,8 2.452 1,23 5.89 7.519 
то- 0,84 14,5 2,521 1,24 : : 
а ме 0,85 14,1 2,617 1,25 5,62 7,926 
астерт 0,86 13,8 2’ 692 1,26 5,50 8, 120 
0,87 13,5 2,771 1,27 5.37 8.310 
а0- 0,88 13,2 2,854 1,28 : . 
‹акао ря 0,89 12,9 2'940 1,29 5,13 8,770 
„лбу 0,90 12,6 3,031 1,30 5,01 9,000 
ШИ 3 3,127 1,31 490 9,230 
взве 0,91 12, 
на- 0,92 12,0 3.227 1,32 4,79 9,460 
Е, т 0,93 И 3,332 1/33 4,68 9,710 
кипят 0,94 11,5 3,405 1,34 4,57 9,960 
свинца, 0,95 11,2 3,520 1,35 4,47 10,210 
` 3,600 1,36 4,37 10,470 
„ Вес 0,96 11,0 ь о 
ий 0,97 10,7 3,726 1/37 3,27 
0,98 10,5 3,814 1,38 и 11,020 
в. та но 4050 1,40 3,98 11,580 
и т а ’ ' 3,89 11,870 
роз.) 101 9,77 4’167 ГА 
р : ь 284 1,42 3,80 12,180 
1аН 1702 9,55 4, 12,180 
от 1'03 9.33 4,406 1,43 3:2 5 
тот де 110 о | 4.58 1.4 | 36 | 1.80 
Й 1,65 в н т ее 13,430 
при 1.06 8,71 4,785 1,46 . ‚130 
х к 918 1,47 3,39 135 
к 1,07 г ие: 1148 3,31 14,120 
(1.8) о 8718 5191 149 3,24 14,450 
№ 
0 1 о 23 





ются непосредственно в образце мяса без предварительной Эк. 
стракции, что позволяет сохранить соотношение пигментных 
производных. - 

Показания прибора (СФ-10, СФ-17) снимаются по поглоще- 
нию монохроматического пучка света и проценту отражения. По 
этим показателям рассчитывают коэффициенты поглощения (К) 
и рассеивания ($). Относительные количества пигментов мяса 
можно определить из отношения К/$ при соответствующих дли. 
нах волн: 

^ 525 нм — максимум поглощения для всех трех пигментов; 

^ 572 нм — максимум поглощения для восстановленного ок. 

симиоглобина; 

^ 474 нм — максимум поглощения для окси- и метмиогло- 

бина. 

Относительное количество метмиоглобина определяют по 
формуле К/$ь: К/Зь»ь, а восстановленного миоглобина — по 
формуле К/$ита : К/Зз»з. 

На стр. 23 приведены величины К/5, соответствующие полу- 
ченным значениям поглощения или проценту отражения. Дан- 


ные получены после обработки экспериментальных результатов 
на ЭВМ. 


2.2. ИСТОЧНИКИ ОШИБОК СПЕКТРАЛЬНОГО 
АНАЛИЗА 


При всех измерениях неизбежно допускаются некоторые ошибки 
(погрешности). Ошибкой изме рения истинной величины 


Хо называется разность результатов измерений Х; и истинного 
значения, т. е. 


вЕХ,—Хь (17) 


где Х; может иметь различные значения: ея 

Отношение ошибки измерения к истинному значению изме- 
ряемой величины называется относительной ошибкой 
измерения: 


6: 9: х 
Е или А=х. 100(%): (18) 


0 


Различают две основные группы ошибок: систематические 
ошибки и случайные ошибки. При такой классификации не 
учитываются грубые ошибки, вызываемые промахами и допу- 
скаемые в результате небрежности или неумения работать 
с прибором. 

Систематические ошибки появляются, как правило, при 
повторных измерениях. Они вызываются либо неисправностью 
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ошибки 
`ЛИЧИНЫ 
тинного 


[и 


изме” 
бкой 


измерительных приборов, либо неточностью метода измерений. 
Так, при смещении первоначального положения стрелки при- 
бора относительно нуля получится систематическая он ибка, 
учесть которую можно только внесением соответствующей по. 
правки. Для этого необходимо сравнить показания’ неисправ- 
ного прибора с показаниями заведомо правильного. 

Систематические ошибки, вызванные неточностью метода из- 
мерении, оонаруживаются и вычисляются в результате тщатель- 
ного анализа метода и математических формул, по которым оп- 
ределяется искомая величина. Величина систематической 
ошибки всегда имеет определенный знак, т. е. односторонне 
влияет на результаты измерений. 

Случайные ошибки возникают вследствие самых различных 
как субъективных, так и объективных причин: изменения на- 
пряжения в сети или температуры в процессе измерений, не- 
удобного расположения прибора, плохого освещения шкалы 
измерений, состояния работающего и т. п. Например, из-за ко- 
лебаний частоты переменного тока, питающего прибор, при 
электрических измерениях часто появляется так называемый 
«дрейф нуля» прибора. 

Вследствие различного характера причин происхождения 
случайные ошибки могут иметь различный знак, т. е. они могут 
как увеличивать, так и уменьшать значение измеряемой вели- 
ЧИНЫ. 

Ошибки такого типа подчиняются законам теории вероят- 
ностей, установленным для случайных ‘явлений. Однако выводы 
теории случайных ошибок справедливы только при большом 
числе тщательно проведенных измерений. На практике часто 
ограничиваются 5—10 измерениями, хотя в каждом конкретном 
случае необходимое число измерений может быть установлено 
с помощью указанной теории. 

Ниже рассматриваются основные положения теории ошибок 
применительно к спектральным измерениям величины оптиче- 
ской плотности. 

Для нахождения ошибки метода измерений необходимо, 
пользуясь известной формулой, найти вспомогательную фор- 
мулу для величин абсолютной и относительной ошибок. Затем 
в эту последнюю формулу следует подставить вместо значений 
измеряемых величин их приблизительные значения. Такое оп- 
ределение ошибки метода измерений до начала самих измере- 
ний помогает экспериментатору подобрать для работы приборы, 
обеспечивающие необходимую ему точность, а также выбрать 
необходимые для получения заданной точности диапазоны из- 
мерений. 

Пример. При проведении спектрофотометрических изме- 
рений ошибка метода может быть вызвана как ошибками пока- 
заний прибора, так и ошибками результатов измерений т 
либровочному графику. Согласно закону Бера для фотометр 
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ской системы зависимость можно выразить следующим об 


Разоу, 
> =ас- 6, 


(19) 


где 2 — оптическая плотность раствора сравнения; 
|— толщина оптического пути луча в кювете прибора: 


р 
а— наклон калибровочного графика т =Р (С); 


С — концентрация светопоглощающего вещества в растворе. 

Ь — отрезок, отсекаемый на оси 2/1. , 

Для получения выражения, характеризующего максималь. 

ную возможную ошибку определения концентрации, изобразим 
уравнение 19 в таком виде: 





РИ—Ь 
ее: (20) 
а 
и найдем формулу для определения абсолютной ошибки. 
Сначала находим полный дифференциал функции: 
6С 6С 9С С 
ЧС р- ое 
С 09 Ну я ати аа (21) 
и продифференцируем формулу 20: 
20-9, (22) 
[11 а? а а? 


Величины @С, а, 41, 46 и аа можно заменить конечными раз- 
ностями или стандартными отклонениями 5с, +5ь, +5 +5ь, 
Е$а. Поскольку задача состоит в определении максимальной 
ошибки, в выражении 92 все знаки заменяются на «плюс», т. е. 
И 5 (9 

а 


Е: 
Величина относительной ошибки находится по формуле 


бр $7 $6.1 За \ 
м Я. О. 24 
Е в Е. ТР аа 10 (24) 





Формула 24 получена путем деления правой части выражения 


: ‚› определяемую по уравнению 90. 
‚‘еперь нужно решить, какие значения стандартных отклоне- 
нии и измеряемых величин необх 
мулу 24. Анализ но 


лучей в кюветах. Величины $ь, $: опреде- 
аллельных измерений пропускания какого- 
раствора по сравнению с выбранным раство- 


ляют из 6—10 пар 
либо стандартного 
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(22) 


ными раз- 
Е5ь Е9ь 
имальной 
юс», т. 6. 


ром при повторных наполнениях кювет. Ве 
быть определены методом наименьших квадратов с большой 
точностью при построении калибровочных графиков. 

Сравнение слагаемых в выражении для Ас показыв 
основная часть погрешности данного метод 
стью определения величины пропускания Д. В связи с этим раз- 
работаны методы спектрофотометрических измерений (в частно- 
сти, дифференциальная спектрофотометрия), сводящие к ми- 
нимуму ошибку определения пропускания. 

Теория случайных ошибок дает возможность не только оце- 
нить погрешность принятого метода измерений, но и установить 
закономерности распределения ошибок, доверительный интер- 
вал и другие статистические характеристики, имеющие важное 


значение при использовании информации об измеряемой ве- 
личине. 


ЛИЧИНЫ Фа и 5ь могут 


ает, что 
а вызвана неточно- 


2.3. ИНФРАКРАСНАЯ СПЕКТРОСКОПИЯ 


Инфракрасная (ИК) спектроскопия представляет собой один 
из новейших физических методов количественного и качествен- 
ного анализа пищевых продуктов. Этот метод позволяет полу- 
чить достаточно полную информацию о строении и составе орга- 
нических веществ. ИК-излучение применяется для исследования 
жирнокислотного состава молочных продуктов, широко исполь- 
зуется для определения пестицидов в различных пищевых про- 
дуктах, при анализе пищевых красителей, а также для контроля 
технологических процессов при переработке растительного и 
животного сырья. 

Применение ИК-спектроскопии чаще оказывается более по- 
лезным в качестве дополнительного метода при проведении 
идентификации чистых веществ после хроматографического раз- 
деления сложных компонентов пищевых продуктов. Инфракрас- 
ный спектр органического соединения является одним из наибо- 
лее однозначных физических свойств вещества. ИК-спектр бо- 
лее точно характеризует вещество, чем температура плавления, 
показатель преломления или плотность. При этом совсем не 
обязательно иметь образец известного соединения для сравне- 
ния с определенным, а достаточно сопоставить полученный 
спектр с опубликованными кривыми поглощения. Однако для 
идентификации вещества необходимо знать, к какому классу 
органических соединений относится определяемое вещество. 

Область инфракрасного излучения расположена после ви- 
димой части спектра и разделяется на ближнюю с диапазо- 
ном 0,8—95 мкм (1 ики=10-8 м), что соответствует волновым 
числам 12 500—4000 см-* (волновое число у показывает, ие 
раз длина волны укладывается в 1 см), среднюю (2,5— 
25 мкм) и дальнюю (более 25 мкм). 
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В табл. 2 представлены диапазоны длин волн и Волновые 
числа для ультрафиолетовой, видимой и инфракрасных Обла. 
стей спектра. 

: Табл ица о 
Области излучений в спектральном анализе 

















бт — 
Инфракрасная область 
Ультрафнолето- Видимая — = 
вая область область 
ближняя средняя дальняя 
0,2—0,4 0,8 2,5 2,5 200 (длина волн, мкм) 
50 000—25 000 | 12500 4000 | 400 50 (волновое число, сн!) 


Для всех областей поглощения света большей длине волны 
соответствует бблышая энергия. Инфракрасная спектроскопия 
также основана на поглощении излучения. Спектр поглощения 
тесно связан со строением исследуемого вещества, Молекулу 
вещества можно рассматривать как систему соответствующих 
атомов, которые находятся в строго определенном энергетиче- 
ском состоянии. Из всего спектра, падающего на молекулу из- 
лучения, она поглощает волны только той длины, которые могут 
изменить ее энергетическое состояние. Энергия, полученная мо- 
лекулой, может быть потрачена на изменение электронного со- 
стояния атомов (при этом спектр будет относиться к ультра- 
фиолетовой и видимой областям) или на изменение колебатель- 
ной и вращательной энергии. Колебательная энергия молекул 
определяется двумя основными типами колебаний: валент- 
ными, при которых расстояние между двумя атомами умень- 
шается или увеличивается, но атомы остаются на оси валент- 
ной связи, и деформационными, при которых атомы 
отходят от оси валентной связи. Энергия деформационных коле- 
баний значительно меньше энергии валентных колебаний, по- 
этому деформационные колебания наблюдаются при волнах 
большей длины, чем валентные. 

Установлено, что прочность отдельных связей влияет на ча- 
стоту валентных колебаний. Тройные связи (поглощение при 
4,4—5,0 мкм, 9300—2000 см!) прочнее двойных (поглощение 
при 5,3—6,7 мкм, 1900—1500 см-!), которые, в свою очередь, 
прочнее одинарных связей С—С, С—М, С—О, поглощающих 
при 7,7—12,5 мкм, 1300—800 см-1. 

Согласно теории молекулярных колебаний молекула, постро- 
енная из п атомов, имеет Зи—6 нормальных колебаний: для лн- 
нейных молекул Зп—5. При этом количество валентных ко- 
лебаний п—1, а деформационных 2—5 (2—4 для линей- 
ных молекул). еее 

В многоатомных молекулах, кроме нормальных колебаний 
(валентных и деформационных), в спектре могут наблюдаться 
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полекулу И3- 
торые могут 
ученная мо- 
гронного со- 
т к ультра- 
колебатель- 
ия молекул 


дополнительные полосы, имеющие меньшую интенсивность 
Число возможных типов колебаний большой асимметричной #0: 
лекулы настолько велико, что даже полная математическая об- 
работка зависимости формы колебаний от молекулярной струк- 
туры не дает верного представления о строении. молекулы. 
Поэтому для расшифровки ИК-спектра необходимо иметь 
информацию о частоте и интенсивности поглощения чистых со- 
единений известного строения. 

Колебания отдельных функциональных групп вызывают по- 
глощение в строго определенных областях инфракрасного спек- 
тра. В спектрах поглощения различных молекул, содержащих 
такие группы атомов или связи, будет присутствовать несколько 
одинаковых полос, частоты поглощения которых называются 
характеристическими. Наличие таких характеристиче- 


. ских полос позволяет определить по спектру присутствие в мо- 


лекуле различных групп и установить ее строение. 

Обнаружение характеристических частот составляет основу 
инфракрасной спектроскопии. В настоящее время имеется це- 
лый ряд таблиц характеристических частот и диаграмм с рас- 
положением главных полос по волновым числам и длинам волн. 
Примером таких химических групп, имеющих характеристиче- 
ские полосы независимо от того, каким молекулам эти группы 
принадлежат, являются валентные колебания связей С—Н, 
С=0, С=С, О—Н и деформационные колебания С-Н, М—Н, 
МО», СНО, СОМН.. 

Основным условием проявления характеристических частот 
является существенное отличие параметров колебаний групи от 
параметров колебаний основного скелета молекулы. Для ске- 
лета органических молекул, состоящего из связей С—С, колеба- 
ния лежат в области 800—1200 см-'. Частота всех видов коле- 
баний весьма` чувствительна к изменениям в строении молекул. 
Этим объясняется высокая специфичность инфракрасного спек- 
тра любого органического соединения [2, 52]. 

При выполнении аналитических работ по качественному или 
количественному исследованию пищевых продуктов определя- 
ется изменение величины оптической плотности Р или пропус- 
кания Т в максимуме полосы поглощения. Для автоматической 
записи спектра применяются специальные спектрометры и спек- 


трофотометры. 


2.3.1, ПОЛУЧЕНИЕ ИНФРАКРАСНЫХ СПЕКТРОВ 
И ПОДГОТОВКА ОБРАЗЦОВ 


р веществ в значительной степени зависит 
яния исследуемого образца, от концентра- 
ции соединений. Получению правильных результатов мешают 
рассеивание света, межмолекулярное взаимодействие, поляри- 
зуемость окружающей среды и другие факторы. 


Инфракрасный спект 
от физического состо 
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Сложные органические вещества можно изучать в ВИДе тон. 
кого слоя чистых жидкостей, в виде твердых пленок После 
охлаждения между пластинками расплавленного продукта 
в виде пасты при растирании навески с жидкостью, которая 
уменьшает отражение и рассеивание свёта, в виде Спрессован. 
ных таблеток в смеси с бромистым калием или Другим галогь. 
нидом щелочного металла. 

Твердые продукты расплавляют, приготовляют в виде сус. 
пензии или таблеток. Широко пользуются приемом, когда 5 ‘ме 
вещества растирают с 1—2 каплями какого-либо масла и обра- 
зовавшуюся пасту помещают между двумя пластинками хло- 
ристого натрия. 

Обычно для приготовления пасты используют смесь жидких 
высокомолекулярных парафиновых углеводородов, называемых 
вазелиновым маслом (нуйолом). Нуйол имеет поглощение для 
валентных колебаний (С—Н) при длине волны 3,3—3,5 мки 
(3030—2860 см-!), а деформационных колебаний — в диапазоне 
около 6,85 мкм и 7,28 мки (1460 см-!, 1374 см-"). 

Вместо нуйола рекомендуется применять гексахлорбутадиен, 
прозрачный в областях поглощения масла. Жидкие масла 
можно исследовать, помещая каплю на пластинку хлористого 
натрия (пластинка вырезается из кристалла диаметром около 


25 мм и толщиной 5 мм), которую плотно прижимают к другой 
такой же пластинке. 


Распространенным мето 
ляется прессование пробы 
Часто приходится сним 


род и хлороформ. СС], иск 
700 см-!), а С$. 6— 


ще сильнее пог. 
ней инфракрасной области, ив средней [83]. 


2.3.2. РАСШИФРОВКА ИК-СПЕКТРОВ 


При изучении инфракрасных спектров о 
ний были выделены две характерные области: область 800— 
1400 см-! и область за пределами 800—1400 си— 

В области 800—1400 см! проявляются валентны 
С—С, С—М, №—О, С_Ои деформационные связи МЬ—Н, О—Н, 


рганических соедине- 
е связи 


С—Н. В этой области даже небольшие изменения В 
молекул вызывают существенное изменение спектра. 
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строении 





хлористого 
тром около 
ут к другой 


х проб яв: 
улеток. 
одящегося 


В Аст за МЕДОМ 800—1400 см-1 спектры органических 
соединении имеют интенсивные полосы, соответствующие от. 
о оно оролеротнески 46 
лекул, в которые они входят И а ме 

, 2 . Именно эта область проявления 
колебательных спектров наиболее часто используется при ис- 
следовании пищевых продуктов. 

Идентификация соединения путем сравнения его спектра со 
спектром известного вещества возможна, если имеются под- 
робные сведения о его спектре. В связи с этим остановимся на 
характеристике полос ИК-спектра для основных групи органи- 
ческих соединений. 

Все органические вещества имеют связи СС, С—Н. Угле- 
водороды содержат только эти элементы, и их колебательные 
спектры обусловлены в основном валентными и деформацион- 
ными связями С—С, С—Н. 

Все полосы, связанные с валентными колебаниями С—Н, 
приходятся на область 3200—2750 см-! (3,1—3,6 мкм). Частота 
2962 см! предельных углеводородов соответствует асимметрич- 
ному колебанию метиленовой группы, а частота 2853 см! отно- 
сится к симметричному валентному колебанию метиленовой 
группы. 

Полосы, соответствующие этиленовым связям =С—Н и аце- 
тиленовым =<С—Н, сдвинуты в сторону более высоких частот 
(соответственно 3000—3100 см-! и 3280—3340 см”). 

Полоса валентных колебаний производных ацетилена вблизи 
3310 см-!' легко обнаруживается, в этой области, помимо нее, 
может наблюдаться поглощение только №Н-группы. Природные 
ацетиленовые соединения подробно исследовались в ультрафио- 
летовой области спектра, однако структура соединений этого 
класса была установлена с помощью ИК-спектроскопии. 

Частота поглощения этиленового ряда весьма чувствительна 
к окружению ненасыщенного центра. К тому же в области 
3000—3100 см-! имеется целый ряд полос поглощения эпоксид- 
ных и циклопропильных соединений. Присутствие метоксильных 
и альдегидных групп сдвигает полосу поглощения в сторону 
низких частот. 

Полосы поглощения, соответствующие валентным колеба- 
ниям С—С, находятся вобласти 1150—850 см! (8,7—11,76 мкм) 
и мало интенсивны. Деформационные колебания этой группы 
наблюдаются в области частот ниже 500 см-! и на инфракрас- 


ных спектрах не исследуются. 
Введение в молекулу органического соединения кислорода 


(О С=0, ся, С—О—С) вызывает появление в ИК-спект- 
рах интенсивного поглощения. В гидроксильных 
ение 
групп (свободные гидроксильные группы вызывает появл 
узкой полосы в области 3630—3610 см-! (2,14—2,19 мкм), сво- 
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пли связей. В связи с тем что 


й ‹олебаний других гру 
бодной от колеб ру к образованию межмолекуляу. 


< та склонна 
гидроксильная группа ны р молекул] 
вы и внутримолекулярных водородных связен, ИК-спектр хо. 


рошо получается при растворении веществ в неполярных рас. 
творителях, например в четыреххлористом углероде, до концент- 


рации растворов 0,005 М. 
В колебательных. спект 
очень ярко и своеобразно. 


ется в области 8—13 мкм. ы 
Карбонильные соединения имеют одно из наиболее интен- 


сивных поглощений в спектре, вызываемых валентными колеба- 
ниями С=О-группы. Достаточно хорошо изучено влияние раз- 
личных факторов на положение и интенсивность поглощения. 
Частота карбонильного поглощения различных органических 
соединений определяется строением окружающих групи. Спек- 
тры всех типов карбонильных соединений характеризуются по- 
глощением в области 1900—1580 см-' (5,26—6,33 мкм). При 
этом каждый класс карбонильных соединений имеет узкий ин- 
тервал частот. Например, простейшее органическое карбониль- 
ное соединение муравьиный альдегид имеет частоту колебаний 
1745 см-! (5,73 мкм), а альдегиды жирных кислот — 1740— 
1720 см! (5,75—5,84 мкм). Ациклические кетоны имеют ин- 
тенсивное поглощение в интервале 1725—1705 см-! (5,80— 
5,87 мкм), а непредельные ациклические кетоны — в интервале 
1685—1665 см-! (5,93—6,01 мкм). 

Известно, что введение в карбонильную группу двойной 
связи снижает частоту валентных колебаний С=О для всех ти- 
пов связей на 20—30 см'. Наличие гидроксильной группы 
у карбонильной (для кислот) не вызывает существенных изме- 
нений частоты“валентных колебаний С=О по сравнению с аль- 
дегидами. 

При исследовании ИК-спектра карбоновых кислот следует 
иметь в виду способность последних образовывать димеры 
с прочными водородными связями между карбонильной и гид- 


т группами, что существенно снижает частоту погло- 


рах водородная связь проявляется 
Анализ смесей спиртов осуществля- 


РА ‚ Но 
а —. 
= 5 
НО” 


При сильном разбавлении появляются две полосы поглощения 
одна из них соответствует мономеру— 1761 си- 668 ы- 
а другая димеру — 1718 см-! (5,82 мкм). В сильно разбавлен: 
ном растворе появляется полоса поглощения, характерная для 
свободных гидроксильных групп при 8570 см 8 мкм), в то 


время как для связанных (у дим в ее гы 
(3,7—4,0 мкм). о 250 
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колебаний 
Ут — [740— 
имеют ин: 
г (590— 
интервале 


у двойной 
я всех ти- 
й группы 
НЫХ ИЗМ6- 
Ию С аль- 


` следует 

димеры 
й И ГИД" 
у погло 


Строение углеводородного А 
ых ааний СО о ых слияет на частоту 
роонильных соединений одн 
типа. Исключением являются случаи, когда карбо и 
группа включена в напряженный цикл. Так, у ее 
стота колебания находится вблизи 1775 см-г (5 73 . = 

Аналогичное явление наблюдается в спектре сложных эфи- 
ров. Для эфиров насыщенных кислот (предельные алифа Ч 
ские эфиры) интенсивная полоса появляется при 1750 
1735 см" (5,71—5,76 мкм), а для непредельных и ароматиче- 
ских сложных эфиров интенсивная полоса появляется при 
1730—1715 см-* (5,78—5,83 мкм). 

Хиноны с двумя группами СО в одном цикле имеют полосы 
поглощения с частотой 1690—1655 см (5,92—6,04 мкм), в раз- 
ных циклах — 1655—1635 см- (6,04—6,12 мкм). 

Подробно изучено влияние атома галоида на поглощение 
полосы С=О карбонильных соединений. Присоединение гало- 
ида к а-углеродному атому повышает частоту валентных коле- 
баний. Так, а-галоидзамещенные кетоны имеют у 1745— 
1725 см, эфиры галоидзамещенных карбоновых кислот — 
1770—1745 см-!. В молекулах, где атом галоида присоединяется 
к карбонильной группе (галоидангидриды кислот), наблюдается 
более высокое значение частоты — до 1815—1785 см-! (5,51— 
5,60 мкм). 

В спектрах ангидридов карбоновых кислот имеются две по- 
лосы поглощения (например, уксусный ангидрид — 1832 и 
1761 см-\, или 5,46 и 5,68 мкм), полоса с бблышим волновым 
числом — интенсивнее. 

Подробно изучено влияние аминогруппы в карбоновых кис- 
лотах. Амиды кислот, у которых аминогруппа находится непо- 
средственно у карбонильной, имеют полосы поглощения для 
первичных амидов в диапазоне 3180—3540 см-' (3,15— 
2,83 мкм), вторичные амиды — соответственно 1570—1515 см! 
(6,37—6,60 мкм) и 1550—1510 см-! (6,45—6,62 мкм). 

Первичные амины имеют две основные полосы поглоще- 
ния при 3500 и 3400 см-! (2,86—2,94 мкм), обусловленные асим- 
метричными и симметричными колебаниями МН»-группы. Вто- 
ричные амины характеризуются одной полосой в той же обла- 
сти спектра, что и первичные. 

Аминокислоты дают интенсивную полосу поглощения для 
валентных колебаний С=О в диапазоне` 1600—1560 см = 

‚41 мкм), для группы МН›—в диапазоне 3130—3030 т - 
(3,20—3,30 мкм). Соли аминокислот для МНэ-группы в 600 
зоне 3400—3200 см! (2,94—3,13 мкм), для СО»-группы — ® 
1560 см-! (6,25—6,41 мкм). Хлористоводородные соли О 
лот интенсивно поглощают по валентным колебаниям С= 

в диапазоне 1730—1700 см-! (5,78—5,88 мкм). ан 

Частоты валентных колебаний С—М находятся в о а 
частот валентных колебаний скелетных С—С-групи и 3 
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тельно усложняют спектр органического соединеия и ето 2 
тификацию. Де. 

Среди прочих органических соединений наибо 
спектры соединений серы и фосфора. Для серосод 
единений идентифицированы полосы $—Н, С—$5, 
групп. Валентные колебания $—Н-группы находятся в Область 
2590—2550 см-! (3,86—3,92 мкм), С—5$-гру 


ППЫ — В ИНТервале 
705—570 см! (14,18—17,54 мкм), $—5$-группы — в диапазоне 
550—450 см-. 


При исследовании пищевых продуктов методом ИК-спектро- 
скопии руководствуются справочниками с указанием основных 
аналитических линий поглощения функциональных групп. 

Метод ИК-спектроскопии используется для определения со- 
держания в пищевых продуктах витаминов А, К, К,, К», В, В» 
Вв, С, никотиновой кислоты, токоферолов и каротина [89, 2], 
В комбинации с хроматографией ИК-спектроскопию можно 


применить для исследования ароматических веществ и ряда 
органических соединений. 


лее Изучены 
ержащих со- 
$—5, $=0 


2.4. АТОМНО-АБСОРБЦИОННАЯ 
СПЕКТРОСКОПИЯ 


2.4.1. ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ АТОМНОЙ 
АБСОРБЦИИ 


Расширение познаний в области физиологической роли мине- 
ральных элементов, их каталитического воздействия на фермен- 
тативные процессы выдвигает насущную потребность в разра- 
ботке и применении аналитических методов количественного 
определения отдельных минеральных элементов, включая и мик- 
роэлементы. 

Многие химические методы не представляют интереса, так 
как они оперируют слишком большими навесками и требуют 
большой затраты времени. Фотоколориметрические методы и 
комплексометрия также не соответствуют требованиям по чув- 
ствительности, точности и быстроте выполнения анализов. 

Наиболее полно этим требованиям отвечают спектральные 
методы. В изучение растительных и животных продуктов начи- 
нает проникать эмиссионный спектральный анализ, основанный 
на спектре излучения, люминесцентный анализ по спектру испус- 
кания и абсорбционный анализ по спектру поглощения. Из этих 
трех видов анализов в последние годы наибольшее развитие 
у нас и за рубежом приобрел метод атомно-абсорбцион- 
ной спектроскопии, развитие которого тесно связано со 
всей историей спектроскопии. Успехи квантовой теории, в ча- 
стности квантовой теории излучения Эйнштейна, позволили ус- 
тановить физический смысл и связь излучательных и поглоти- 
тельных процессов, происходящих в атомных системах. 
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Согласно квантовой злу 

ое овой теории излучения между стационарными 
ур с энергией Е; и К» (когда Ек>ЕБ:) наблюдаются 
переходы трех видов: 

Е переходы (Ё—>1) с возбужденного уровня 
в более низкое энергетическое состояние, происходящие спон- 
танно; 

поглотительные переходы (+—>®) от низкого к более высо- 
кому энергетическому состоянию, происходящие вынужденно 
под воздействием внешнего излучателя с частотой ув; 

излучательные переходы (^—>/), происходящие вынужденно 
(индуцированно) при воздействии той же частоты излучения, 
что и частота испускания. 





Рис. 2. Схема двухлучевого атомно-абсорбционного спектро- 
фотометра: 


1— источник света; 2— диск прерывателя; 3 — пламя; 4— фото- 
электрический приемник света; 5 — электронная схема регистрации; 
6 — зеркало 


Долгие годы в аналитической химии (атомная эмиссионная 
спектроскопия) использовали только спонтанный излучатель- 
ный переход. 

В атомно-абсорбционной спектроскопии стал применяться 
поглотительный процесс, при котором поглощение энергии ато- 
мом происходит на основном уровне. В 1955 г. Уолш предложил 
рациональный способ регистрации атомной абсорбции и реко- 
мендовал схему установки для проведения анализов. Такая 
простая схема представлена на рис. 2. 

Анализируемый раствор вводится с помощью распылителя 
в пламя горелки в виде аэрозоля. Измеряется не излучение 
элемента в пламени, как при пламенной фотометрии, а погло- 
щение атомами излучения от стандартного источника света. 
Для этого поглощающий слой паров просвечивают монохрома- 
тическим пучком света с длиной волны, соответствующей ли- 
нии поглощения исследуемого элемента. В пламени проба 
образует атомные пары. Атомы определяемого элемента погло- 
щают падающее излучение в отношении, прямо пропорциональ- 
ном его концентрации. 

В качестве источника света были предложены газоразряд- 
ные лампы низкого давления, которые дают достаточно тонкую 
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резонансную линию определяемого элемента. Спектральная 
часть имеет призму и дифракционную решетку для селекции 
той длины волны, которая поглощается измеряемым элементом. 
Световой сигнал поступает на фотоумножитель, усиливается и 
подается на гальванометр. 

Сигнал от спектрофотометра попадает на автоматическое 
считывающее устройство, которое выдает результат В единицах 
поглощения или оптической плотности на цифровой визуальный 
регистратор концентраций. Сигнал также может быть принят 
любым 10-милливольтным записывающим потенциометром. 


ТА 


ОИ 


ПОЛЕЗ 


Рис. 3. Атомно-абсорбционный спектрофотометр «Сатурн» 


Основным достоинством метода атомно-абсорбционной спект- 
роскопии является то, что в пламени получается более простой 
спектр определяемого элемента с выраженной резонансной ли- 
нией, чем в дуге или при искровом разряде в эмиссионной 
спектроскопии. Это исключает наложение резонансных линий 
различных элементов и значительно уменьшает взаимное влия- 
ние компонентов исследуемого продукта. Кроме того, при абсор- 
бционном анализе значительно снижается влияние условий ана- 
лиза, в частности температуры пламени, колебания которой не- 
значительно влияют на атомы, находящиеся в невозбужденном 
состоянии. 

Эта независимость „от изменения температуры среды является 
одной из самых важных особенностей атомной абсорбции. 

Однако применение атомно-абсорбционной спектроскопии 
ограничивается, например, невозможностью определения пря- 
мым путем элементов, резонансная линия которых лежит в ва- 
куумной ультрафиолетовой области спектра (менее 200 нм). 
Такими элементами являются галогеины, углерод, фосфор, сера. 
К недостаткам метода относится и необходимость для многих 
приборов последовательного измерения концентрации элемен- 
тов со сменой источника света. Несмотря на эти недостатки, 
метод атомно-абсорбционной спектроскопии на настоящем 
уровне является наиболее приемлемым для исследования биоло- 


гических объектов (пищевых продуктов). 
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Указанные основные преимущества, а также простота и бы- 
строта выполнения анализов способствовали широкому исполь- 
зованию этого метода. Крупные оптические фирмы развитых 
стран наладили производство аппаратуры. 

Атомно-абсорбционные спектрофотометры выпускаются сле- 
дующими фирмами: в Японии — НЦасы, ЗВита@ги; в Австрии — 
\Уанап Тес топ; в Англии — От!сат, Ргес11оп-НИоег; в США — 
Регкт-Е1] тег, ВеКтап. 

Конструкция приборов различна, но большинство выпускае- 
мых моделей работает с двойным лучом, когда свет от полого 
катода лампы пропускается и через пламя с образцом, и по 
сравнительному пути, не соприкасаясь с образцом. Двухлучевая 
система сокращает до минимума влияние колебаний мощности 
лампы, чувствительности детектора фотоумножителя, оптической 
и электронной систем. Для работы на таких приборах можно ис- 
пользовать различные источники света [189]. 

Отечественная приборостроительная промышленность серийно 
м атомно-абсорбционный спектрофотометр «Сатурн» 

рис. 3). 


2.4.2. ПОДГОТОВКА ПРОБ ДЛЯ АНАЛИЗА 


Озоление образцов 


Для анализа большинства пищевых продуктов приходится прово- 
дить их предварительное озоление сухим или мокрым способом. 
Каждый из способов имеет свои преимущества и недостатки. 
При мокром озолении все металлы без потерь переводят в рас- 
твор, однако для пищевых продуктов, содержащих большое коли- 
чество органических веществ и имеющих незначительную золь- 
ность, приходится брать достаточно большую навеску 10—20 г. 
Расход кислоты для обугливания оказывается достаточным, 
чтобы внести в анализируемый раствор дополнительное количе- 
ство минеральных элементов, а это влияет на количественные 
результаты. 
Поэтому для многих пищевых продуктов лучше применять 
осторожное сухое озоление. Хорошие результаты дает примене- 
ние для предварительного обугливания инфракрасной лампы 
мощностью 250 или 500 Вт. Озоление проводят при темпера- 
туре муфеля 450—550°С до постоянной массы (веса). Остаток 
растворяют в 1—2 мл соляной кислоты, добавляют 3—5 мл 
дважды дистиллированной воды и нагревают до растворения. 
Раствор переносят в колбу емкостью 50 мл и дополняют водой 
до метки. При температуре озоления не выше 550 С сохраня- 
ются следующие элементы: натрий, калий, кальций, магний, же- 
лезо, цинк, медь, кобальт, марганец и олово. В незначительных 
количествах происходят потери таких элементов, как свинец, 
серебро и мышьяк. 
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При неполном обугливании медь и железо адсорбируюте 
углеродом и полностью не экстрагируются. Если ЗоЛа имеет 
кислую реакцию и продукт богат фосфорными соединениями, 
то осадок растворяют в соляной кислоте, отфильтровывают и 
остаток дополнительно обугливают. Щелочная зола может вза. 
имодействовать с керамикой тигля и образовывать Ннераствори. 
мые кремнистые соединения. Поэтому для озоления Пищевых 
продуктов лучше использовать платиновые или кварцевые 
тигли. При исследовании минерального состава ЖИВОТНЫХ жи. 
ров сухое озоление приводит к значительным потерям меди и 
железа. 

Мокрое озоление обычно проводят смесью концентрирован- 
ных азотной и серной кислот. К навеске продукта 10 г добав- 
ляют 30 мл азотной кислоты, а по окончании реакции 10 мл 
серной и нагревают до обугливания. Затем добавляют еще 5 мл 
азотной кислоты и кипятят до полного разложения. В охлаж- 
денный раствор приливают 10—90 мл воды и нагревают до пол- 
ного удаления окислов азота. 


Экстракция микроэлементов органическими 
растворителями 


Из растительных и некоторых животных продуктов минераль- 


ные элементы можно экстрагировать 0,1 М раствором ЭДТА 
(этилендиаминтетрауксусной кислоты) или ее динатриевой 
солью (трилон Б, комплексон Ш). Хорошо экстрагируются 
кальций, магний, калий, марганец, медь и цинк. Железо пол- 
ностью не экстрагируется. Этот метод позволяет определить 
указанные элементы в присутствии фосфорной кислоты и крем- 
ния. В растительных продуктах (навеска 0,25 г сухого вещества 
и 20 мл ЭДТА) можно определить кальций, магний, калий и 
цинк с такой же точностью, что и при сухом озолении. 

Большинство металлов (за исключением щелочных) обра- 
зуют с пирролидиндитиокарбоматом аммоння (ПДКА) хелат- 
ные соединения, которые хорошо экстрагируются метилизобу- 
тилкетоном (МИБК). Полученный раствор можно применять 
пля непосредственного измерения концентрации металла. Оп- 
ределение примесей металлов в поваренной соли и концентриро- 
ванных рассолах проводят с предварительной экстракцией их 
соответствующими хелатами. ПДКА используется для экстрак- 
ции кальция, магния, железа, цинка, кобальта и меди. 

Известно, что органические растворители повышают чувст- 
вительность атомно-абсорбционного метода по сравнению с вод- 
ными растворами. Поэтому эталонные растворы для построения 
калибровочных графиков должны приготовляться на использу- 
емых органических растворителях. Органические растворители 
можно применять для повышения концентрации микроэлемен- 
тов, если их концентрация оказывается ниже ‚оптимальной. 
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Имеется достаточный опыт определения металлов в расти- 
тельных маслах и животных жирах. Метод требует разведения 
масла в метилизобутилкетоне (1:5) или в п-гексане (1:3). 
Этим методом были проанализированы китовый и рыбий жиры 
на содержание в них меди, железа, марганца, свинца, никеля, 
магния. 

Из молочных жиров металлы, в частности медь, рекоменду- 
ется экстрагировать концентрированной азотной кислотой, ос- 
вобожденной от следов металлов двойной перегонкой. После 
экстракции металлов жир удаляют петролейным эфиром. Остав- 
шийся водно-кислотный экстракт может быть использован для 


‚анализа на атомно-абсорбционном спектрофотометре. 


Однако высокое содержание в растворе белковых веществ 
затрудняет распыление водно-кислотного экстракта и требует 
применения специальной горелки с широкой щелью. Работы 
в этой области показали целесообразность объединения метода 
экстракции с последующим озолением водно-кислотного экс- 
тракта. По этой методике навеску масла (10 г) помещают в про- 
бирку с притертой пробкой, добавляют | мл бидистиллирован- 
ной воды, 4 мл концентрированной азотной кислоты и нагре- 
вают 15—20 мин при температуре 70°С. Жир удаляют тремя 
порциями петролейного эфира. Экстракт помещают в тигель, 
выпаривают до полного удаления влаги и озоляют в муфельной 
печи при температуре 500—550° С. В золе определяют содержа- 
ние щелочных, щелочноземельных элементов и металлов с пе- 
ременной валентностью: меди, железа, марганца. 

При подготовке проб для анализов необходимо прежде всего 
определить величину навески продукта, исходя из оптимальной 
концентрации определяемых элементов. Для вычисления опти- 
мальной концентрации используют термин «чувствительность» 
по каждому элементу, выражающийся в р.р.т. (миллионная 
доля в объеме раствора) или мкг/мл, что показывает концент- 
рацию элемента в водном растворе, которая создает поглоще- 
ние, равное 1%. Из табл. 3 видно, что чувствительность опреде- 
ления наиболее распространенных в пищевых продуктах элемен- 
тов меняется, это зависит от условий проведения анализа. 

Другой используемый термин, «лимит, или предел обнаруже- 
ния», показывает концентрацию данного вещества в водном 
растворе, которая дает сигнал, в 2 раза превышающий основ- 
ную погрешность. При определении концентрации исследуемых 
элементов в оптимальных аналитических пределах (20—80% 
абсорбции) по стандартной методике коэффициент вариации 
обычно не превышает 2%. = 

Стандартные растворы определенных концентрации металла 
готовят в том же растворителе, что и анализируемый образец. 
Концентрации должны быть приравнены к ожидаемым кон- 
центрациям в рабочем растворе. Если абсорбция стандартов 
линейно зависит от концентрации, то график-строится по пока- 
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Та бл иИца 4 
Чувствительность при определении основных минеральных Элементов 





Оптимальные| Чувствитель- п 
Длина рабочие ность редел 

о обнару) 
Название элементов о пределы, прибора на а 
мкг/мл 1% абсорбции мкг/мл 





7665 1—10 
5890 0,3—3 
4227 1—10 
2852 0,2—2 
2483 2—20 
3247 2—20 
2795 2—20 
2138 0,2—3 


0,005 
0, 005 
0,01 
0,003 
0,02 
0,01 
0,005 
0,005 
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зателям для трех стандартных растворов. Если рабочая кривая 
нелинейна, то для определения концентрации с желаемой точ- 
ностью необходимо использовать больше стандартов. Так как 
рабочая кривая может меняться в зависимости от условий экс- 
перимента, ее следует проверять перед каждой новой серией 
анализов. 


2.4.3. ВЫБОР ПЛАМЕНИ 


Раствор исследуемых элементов вводится в пламя горелки и 
образует атомный пар. По простоте атомизации с пламенем не 
может сравниться никакой другой метод. Однако от темпера- 
туры пламени зависит степень диссоциации тех соединений, ко- 
торые образует металл. Иногда для предотвращения образова- 
ния термостойких окислов, которые выводят металл из атомизи- 
рованного состояния, приходится обогащать нламя различными 
восстановителями. Это необходимо учитывать при выборе горю- 
чего газа. 

Для анализа щелочных металлов хорошо использовать обыч- 
ный городской газ (пропан), который в смеси с воздухом соз- 
дает температуру 1925°С. Для щелочноземельных и многих 
других металлов требуются более высокие температуры. Воз- 
душно-ацетиленовое пламя имеет температуру 2300°С. Но и 
при эхом пламени некоторые металлы, такие, как олово и 
алюминий, плохо диссоциируют в связи с образованием окис- 
лов. А кислые водные 8-оксихинолиновые растворы солей алю- 
миния дают в воздушно-ацетиленовом пламени сильный абсорб- 
ционный сигнал. Это можно объяснить образованием хорошо 
диссоциируемого органического комплекса, который препятст- 
вует взаимодействию металла с кислородом. Из обычных рас- 
творов алюминий и олово определяются в пламени окись 
азота --ацетилен (температура 3000° С). 
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Повышение температуры устраняет побочные химические по- 
мехи, усиливает ионизацию для МНОГИХ элементов, а следова- 
тельно, увеличивает и чувствительность. Однако применение 
закиси азота или кислорода в смеси с ацетиленом создает це- 


лый ряд дополнительных сложностей в работе, в том числе и 
взрывоопасность. 


2.4.4. ИСТОЧНИКИ СВЕТА 


В атомной абсорбции широкое применение получили в качестве 
источника света лампы с полым катодом. Эти лампы дают яр- 
кий свет с узкими спектральными линиями, они просты в ра- 
боте и по конструкции. Срок службы большинства ламп около 
1000 ч. Но лампы с полым катодом имеют ряд недостатков, свя- 
занных с высокими требованиями к чистоте металлов, из кото- 
рых они изготовляются, с возможностью образования фоновой 
радиации, снижающей чувствительность измерения. Для метал- 
лов, имеющих низкую температуру плавления (олово, свинец), 
трудно получить лампы с интенсивным свечением. В процессе 
эксплуатации ламп с полым катодом может снижаться интен- 
сивность свечения в результате снижения давления газа 
в лампе, вызванного ‘адсорбцией частиц газа поверхностью 
лампы. 

В настоящее время многие фирмы вводят целый ряд усо- 
вершенствований с целью повышения стабильности и долговеч- 
ности ламп. В нашей стране были исследованы и начали при- 
меняться высокочастотные безэлектродные лампы. Проводились 
работы по применению источника света со сплошным спектром 
излучения. Это позволяет одновременно определить несколько 
элементов. Однако чувствительность снижается, поскольку ши- 
рина линий, выделяемых монохромотором, оказывается больше 
ширины линий поглощения. 

Много конструктивных решений предлагалось по созданию 
многоэлементных ламп, которые позволяют сократить время на 
проведение анализов. Однако чувствительность их оказывается 
также ниже, и при эксплуатации спектр более летучих компо- 
нентов сплавов постепенно исчезает. Могут возникнуть помехи, 
если два элемента имеют резонансные линии, не разрешаемые 
монохромотором. Поэтому исследователи предпочитают рабо- 
тать с обычными однокомпонентными лампами. 


2.4.-5. ОСОБЕННОСТИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ОТДЕЛЬНЫХ 
ЭЛЕМЕНТОВ 


Атомная абсорбция применима для анализа в пищевых продук- 
тах большого числа металлов, концентрация которых в иссле- 
Ддуемом растворе находится на уровне 1 мкг/мл. К таким эле- 
ментам, кроме указанных в табл. 3, относятся кобальт, никель, 
свинец, олово, хром, стронций, кадмий и др. 
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Методика анализа дия различных продуктов одинаков: 
включая выбор резонансной линии, ввод в пламя горелки а, 
творов и снятие показания прибора. Отличие заключается в >. 
готовке образцов для исследования. 

Для выбора наиболее рационального способа по 
пробы ниже приводятся характеристики особенностей 
отдельных элементов. 

Калий и натрий. В золе многих пищевых продуктов калий 
занимает наибольший удельный вес. 

Высокая чувствительность при определении этого металла 
требует значительного (в 20—100 раз) разбавления анализиру. 
емых растворов, в которых определяются микроэлементы. Ни. 
какие другие элементы не являются помехой для определения 


ДГОТовки 
анализа 


считается 1%-ная концентрация кислот в растворе. Стандарт- 
ные растворы для построения калибровочных графиков также 
должны содержать соответствующую концентрацию КИСЛОТЫ. 


продуктах, как соки, вина, пиво, сахар-песок (10%-ный рас- 
твор), можно проводить без предварительного озоления. 

Чувствительность определения натрия в 2,5 раза выше, 
чем калия. В отличие от других существующих методов опреде- 
ления натрия в атомной абсорбции этому элементу не мешает 
10- и 100-кратное количество калия. Подготовка пробы для 
анализа может осуществляться любыми методами, но необхо- 
димо использовать платиновую или кварцевую посуду при озо- 
лении материала. Пищевые продукты, содержащие большое ко- 
личество поваренной соли, лучше анализировать методами оп- 
ределения хлористых соединений. 

Кальций, магний. Среди элементов, обладающих высокой 
чувствительностью к атомно-абсорбционному анализу, одно из 
первых мест занимает магний. Его определению в воздушно- 
ацетиленовом пламени не мешает 100-кратное количество 
в растворе кальция и калия, 1000-кратное — натрия, 0,1 н. рас- 
творы серной и фосфорной кислот. 

Присутствие алюминия в эквивалентном количестве может 
мешать определению магния, поэтому его следует удалять. 
Определению кальция мешают фосфаты, сульфаты, кремний 
и алюминий. 

Наиболее эффективным способом устранения влияния ани- 
онов является добавление в анализируемый раствор лантана 
или стронция в концентрации 1000 мкг/мл, магния в концентра- 
ции 6000 мкг/мл. Эти элементы устраняют также помехи от 
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алюминия. Если в анализируемый раствор вводится лантан’ 
стронций или магний, то такое же количество 
ментов необходимо добавлять и в стандартные растворы. 

В составе большинства пищевых продуктов обычно содер- 
жится кальция несколько больше, чем магния, но, учитывая 
меньшую чувствительность определения кальция, навеску про- 
дукта для анализа рассчитывают чаще по кальцию. 

Применение обычного воздушно-ацетиленового пламени для 
анализа водных „растворов кальция и магния обеспечивает 
почти прямолинейный градуировочный график. Предел обна- 
ружения кальция составляет 0,005 мкг/мл. В высокотемпера- 
турном пламени чувствительность значительно повышается. 
Для магния очень чувствительная линия 2852А, а при анализе 
продуктов с высокой его концентрацией рекомендуют применять 
линию с пониженной чувствительностью — 2095А. 

Железо. Железо является элементом, обладающим средней 
чувствительностью к атомной абсорбции, поэтому этот метод 
нельзя считать идеальным при исследовании пищевых про- 
дуктов. 

Средняя чувствительность (2—20 мкг/мл) и сравнительно 
низкое содержание железа в пищевых продуктах требуют для 
получения рабочего раствора использовать большие пробы на 
озоление. Так, для определения железа в сахаре-песке проба 
должна быть не менее 20 г. 

Способ подготовки образца для анализа (озоление, экстрак- 
ция) не оказывает влияния на точность определения железа. 
В алкогольных и безалкогольных напитках железо можно опре- 
делять непосредственно без предварительной обработки пробы. 
Применяя 50%-ный спирт в качестве стандартного раствора, 
можно определить железо концентрацией менее | мкг/мл на 
14$ абсорбции. Определению железа не мешают органические 
растворители, 1000-кратные количества калия и кальция, 
500-кратные — натрия и марганца и 100-кратные количества 
фосфора. 

Для определения железа пригодны многие аналитические 
линии, наиболее чувствительные — 2167А, 2523А, 3020А. Однако 
часто рекомендуется самая чувствительная — 2483А. Абсорбция 
железа в водных растворах не зависит от того, в какой форме 
находится металл —в виде солей трехвалентного или двухва- 
лентного железа или в форме комплексных соединений. 

Мель. Медь относится к элементам, которые легко определя- 
ются атомной абсорбцией. Чувствительность ее не зависит от 
присутствия посторонних ионов, от тока лампы, а градуировоч- 
ный график линеен до больших значений оптической плот. 
ности. 

В воздушно-ацетиленовом пламени ее чувствительность ме- 
нее 0,1 мкг/мл на 1% абсорбции. Наиболее чувствительные ли- 
нии 3247А и 3274А, при больших концентрациях рекомендуется 


указанных эле 
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2492А, которая при концентрации меди 500 мкг/мл обеспе, 
вает абсорбцию 70%. 

Получение пробы для анализа можно проводить Любым 
методами. При сухом обугливании некоторых образцов продук. 
тов с температурой 550°С возможны потери элемента, в этих 
случаях рекомендуют анализировать медь в пробах после 030. 
ления при температурах 450° и 550°С и сравнивать полученные 
результаты. 

Подготовка образцов жира для анализа меди описана выше 
(см. стр. 39). 

Медь легко экстрагируется и ЭДТА, и МИБК, и ПДКА при 
широком диапазоне рН. Экстракции не мешает 6 н. раствор со- 
ляной кислоты, 9 н. серной и присутствие до 70% хлорной. Опре- 
делению меди может мешать большая концентрация натрия 
в анализируемом растворе (более 1%). 

Марганец. Из водных растворов марганец определяется 
в пределах концентраций, равных меди (2—20 мкг/мл). Луч. 
шими резонансными линиями являются 27954 и 9798А. 

В воздушно-ацетиленовом пламени определению марганца 
практически не мешают равные количества железа, 300-крат- 
ное содержание калия и натрия, 100-кратное — магния, 50-крат- 
ное — фосфора. Кремний в больших количествах значительно 
влияет на результаты определения марганца. Добавление хло- 





рида кальция (200 мкг/мл) позволяет устранить помехи, при 
этом возможно определение | мкг/мл марганца в присутствии 
1000 мкг/мл фосфатов, сульфатов, бикарбонатов, нитратов, 
двуокиси кремния и многих металлов. 

Если приготовить п 


КА-МИБК, 


Цинк. Цинк относится к элемента 
чувствительностью к атомной абсорб 
цинк может определяться в 
0,2—3,0 мкг/мл, а в случаях экстраги 
комплекса с ПДКА — до 0,02 мкг/мл. 
и воздух-ацетилен 1 мкг/мл цинка определяется с ошибкой 
2—3% в присутствии 1000-кратной концентрации сульфата, 
фосфата, нитрата, двуокиси кремния, железа, марганца, каль- 
ция, магния, натрия. 

Помехи при определении цинка могут создавать галлогены 
и алюминий. При использовании латунной горелки определе- 
нию цинка может мешать медь, имеющая близкую с ним по 
длине волны резонансную линию. Поэтому при определении 
цинка рекомендуют применять лампы с полым катодом без при- 
месей меди. 


, 
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При низких концентрациях цинка в растворе используют рё- 


зонансную линию 2138А, а при высоком содержании металла — 
линию 3076А. 


* * 
* 

Пример. В качестве примера может служить определение кальция 
в растительных материалах или в продуктах животного происхождения. Со- 
гласно предлагаемой методике, можно определить до 0,005% кальция в сухом 
продукте с точностью до = 1%. 

Навеску образца для сухого озоления (2—4 г) обугливают (лучше под 
инфракрасной лампой — см. выше), помещают в платиновый или кварцевый 
тигель, озоляют в муфельной печи при температуре 500—550° С. В полученную 
золу добавляют | мл концентрированной химически чистой соляной кислоты, 
3—4 мл дважды дистиллированной воды и нагревают на водяной бане до 
полного растворения. 

Если применяют мокрый способ, то такую же навеску продукта поме- 
щают в колбу Кьельдаля емкостью 500 или 1000 мл, добавляют 4 мл смеси 
надхлорной и серной кислот в соотношении 7:1, 15 мл концентрированной 
азотной кислоты особой чистоты и озоление проводят с электроподогревом до 
полного разрушения органических веществ. В процессе озоления при необхо- 
димости можно добавлять азотную кислоту для удаления серной кислоты. 

Колбу охлаждают, добавляют 5 мл воды, тщательно перемешивают и про- 
фильтровывают через бумажный фильтр в мерную колбу на 50 мл. Порциями 
по 5 мл смывают колбу и фильтр, доведя объем мерной колбы до 35 мл. 
После этого добавляют 10 мл раствора лантана и доводят объем до метки 
водой. Раствор лантана лучше приготовить из его окиси, а при отсутствии 
необходимой чистоты окиси — из нитрата лантана, прокаливая его при 
700°С 1,5—9 ч в муфельной печи. Для приготовления основного раствора 
лантана отвешивают 58,65 г окиси лантана Га›Оз, медленно добавляют 250 мл 
концентрированной соляной кислоты и доводят дистиллированной водой до 
1000 мл. Такой раствор содержит 5% лантана и 25% (по объему) соляной 
кислоты. 

Если необходимо разбавлять раствор для доведения концентрации каль- 
ция до 1—10 мкг/мл, то рекомендуется добавлять 1%-ный раствор серной 
кислоты и 1ф-ный раствор лантана. 

Калибровочный график для кальция строят по растворам, содержащим 
0, 2, 5, 8, 10 мкг Сав 50 мл, все с содержанием 1% лантана и 5% (по объему) 
соляной кислоты. 

Условия работы: длина волны 4227А; щель —1 мм, 13 А; пламя воз- 
духа — ацетилен; источник света — лампа с полым катодом или безэлек- 
тродная. 


2.4.6. БЕСПЛАМЕННАЯ СПЕКТРОСКОПИЯ 


Использование пламени для атомизации анализируемых эле- 
ментов требует перевода твердых объектов исследования в рас- 
твор. Это вносит существенную сложность при анализе отдель- 
ных материалов и значительно увеличивает время на подго- 
товку образца. 

Многие годы делались попытки получения атомного пара 
без помощи пламени, но предлагаемые варианты значительно 
уступали методу пламенной ионизации. В 1959 г. Б. В. Львов 
предложил графитовую кювету для термического разложения 
соединений до атомного состояния [127]. Но электродуговой 
способ атомизации значительно усложнял технику и методику 
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измерения. В 1967 г. автор кюветы применил электроконтант. 
ный метод термического разложения, который дал Возможность 
на несколько порядков повысить чувствительность беспламен. 
ной атомно-абсорбционной спектроскопии и успешно Решить 
многие аналитические задачи. 

Оптические фирмы начинают выпускать специальные комп. 
лекты к атомно-абсорбционным спектрофотометрам для беспла- 
менного анализа. Для проведения анализа определенное КОЛИ- 
чество пробы вводят в графитовую кювету, обогреваемую элек. 
трическим током. Программирование температуры позволяет 
высушить продукт, разрушить и провести атомизацию. Моно- 
хроматический луч света пропускают через кювету и измеряют 
атомное поглощение определяемого элемента. 

Универсальная графитовая кювета пригодна для всех биоло- 
гических материалов. Жиры в кювете количественно разла- 
гаются без потерь и анализируются, как любые водные рас- 
творы. Небольшие размеры кюветы позволяют быстро ее разог- 
реть, получить высокую плотность атомов, что обусловливает 
хорошую чувствительность и большую точность. 

Новый метод получает в настоящее время все более широ- 
кое применение в исследовании минерального состава продук- 
тов растительного и животного происхождения. 
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ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ 
ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ 


3.1. ОСНОВЫ ТЕОРИИ И ВИДЫ 
ХРОМАТОГРАФИИ 


3.1.1. ПРИНЦИП ХРОМАТОГРАФИЧЕСКОГО 
РАЗДЕЛЕНИЯ 


Хроматография является одним из наиболее эффективных и 
универсальных физико-химических методов разделения и ана- 
лиза сложных смесей веществ. Она используется в разных об- 
ластях исследования и за последнее время с большим успехом 
применяется при изучении состава и качества пищевых продук- 
тов. Хроматографические методы незаменимы при оценке пи- 
щевых продуктов, имеющих очень сложный химический состав, 
так как позволяют проводить трудноосуществимые, а в ряде 
случаев невыполнимые другими лабораторными методами раз- 
деления при высокой степени их точности и быстроте проведе- 
ния анализа. Именно хроматографические методы позволили 
необычайно расширить исследования во всех областях товаро- 
ведения пищевых продуктов: при изучении их химического со- 
става, пищевой полноценности и прогнозировании стойкости 
в хранении, при определении аромата и запаха, при определении 
добавок в пищевые продукты, при установлении остаточных ко- 
личеств ядохимикатов в пищевых продуктах, при исследовании 
различных пленочных и упаковочных материалов. я 

Хроматографией ‘называют процесс разделения сложной 
смеси веществ на компоненты с помощью сорбционных методов 
в динамических условиях. В основу метода заложена идея ис- 
пользования различной сорбируемости компонентов смеси на 
выбранном сорбенте. 

Открытие хроматографии как метода разделения принадле- 
жит М. С. Цвету — русскому ученому-ботанику, который при- 
менил принцип адсорбции для анализа хлорофилла (1903 р) 

В настоящее время термин «хроматография» охватывает 
множество методов разделения. Все хроматографические 
методы основаны на распределении вещества между двумя 
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несмешивающимися фазами. Одна, из фаз неподвижна ино 
вается другой фазой — подвижной. Роль неподвижной ф 
могут выполнять твердые тела или жидкости, а в качес 
вижной фазы ‘используют жидкость или газ. 

Таким образом, хроматографические методы всегда связаны 
с движением газообразной или ЖИДКОЙ фазы, содержащей Смесь 
разделяемых веществ, через неподвижный тон. сорбента, Бла. 
годаря различному распределению компонентов смеси 


МЫ- 
азы 
Тве ПоД- 


между 


неподвижной и подвижной фазами происходит их Разделение, 


3.1.2. ОСНОВНЫЕ ВИДЫ ХРОМАТОГРАФИИ 
И ИХ КЛАССИФИКАЦИЯ 


Хроматографические методы принято классифицировать в со- 
ответствии с выбранным типом подвижной и неподвижной фаз 
[3, 21, 175, 190]. Газовая хроматография (ГХ) объеди- 


няет те методы, в которых подвижной фазой является газ, 
жидкостная х тоды, в кото- 


следующие виды хроматографии: ую 
(ТЖХ), жидкость -жидкостную  газо-ад- 
сорбционную (ГАХ), ю (ГЖХ). 

В основе 
Физико-хими 
ный обмен, 


т широкий круг 
адсорбция, ион- 


неподвижной фазами 
следующие основные варианты хроматографии: 


распределительную, адсорбционную, ИОНоОб- 
менную и гель-фильт 


Деление хроматографии по характеру действую- 
щих сил является в значительной степени условным и основано 


лишь на относительном преобладании одной из действующих 
сил, так как динамическое равновесие В сорбционных процес- 


сах достигается В результате одновременного действия сил 
различной природы. 


Хроматографические принято классифицировать 


ения эксперимента. Различают фрон- 
(элюентный) И вытеснительный спо- 

амм [3, 158, 175]. 
способ заключается в фильтровании 
исследуемого раствора через колонку с сорбентом, в результате 
чего на нем образуются зоны, содержащие последовательно уве- 
личивающееся число компонентов, а из колонки вначале выхо- 
дит порция наименее сорбирующегося компонента. При этом 
В чистом виде можно получить лишь часть первого компонента, 
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окий круг 
ция, ИОН- 
158, 190], 
го меха- 
‹омпонен- 
фазами 
ографии: 
онооб- 


сорбент после каждого разделения нуждается в регенерации. 
В настоящее время этот метод находит применение в основном 
лишь для очистки больших количеств смеси от следов сильно 
адсорбируемых примесей. 

Вытеснительная хроматография = заключается 
в вытеснении компонентов смеси раствором какого-либо веше- 
ства (вытеснителя), сорбирующегося сильнее, чем компонент 
разделяемой смеси. 

Проявительный способ основан на том, что жидкая 
или газообразная смесь веществ вносится в верхнюю часть ко- 
лонки, которая затем вымывается (элюируется) из нее непре- 
рывным потоком растворителя или газа. Благодаря различной 
адсорбции или растворимости компонентов пробы время пребы- 
вания их молекул в неподвижной фазе различно. Поэтому вы- 
мывание отдельных компонентов пробы происходит с разной 
скоростью. Концентрационное распределение чаще всего’ сим- 
метрично и имеет вид гауссовой функции. Этот метод получил 
наибольшее распространение ив ГХ, и в ЖХ. Преимущество 
метода заключается в том, что сорбент непрерывно регенери- 
руется элюентом, а при выборе соответствующих условий ком- 
поненты могут быть полностью разделены, так как между каж- 
дым из вымываемых компонентов образуется зона чистого рас- 
творителя или газа-носителя. 

Широко распространена классификация хроматографических 
методов по видам тех вспомогательных средств, которые в них 
используются. Различают хроматографию: бумажную, ко- 
лоночную, тонкослойную и газовую. Е 

Кроме перечисленных, существуют и другие способы ана- 
лиза: с образованием нерастворимых комплексов; электрохро- 
матографический, при котором используется постоянное элек- 
трическое поле; термохроматографический, основанный на раз- 
личии в адсорбируемости веществ при изменении температуры, 
и др. [158, 175]. Е 

связи с тем, что хроматографические методы чрезвычайно 
разнообразны, классификация их является достаточно сложной 
(табл. 4). Несмотря на определенные условности классифика- 
ции, она позволяет устанавливать полезную связь между от- 
дельными вариантами. В настоящее время принято говорить 
о двух направлениях развития хроматографических методов: 
жидкостной и газовой [21, 190]. 

Преимущественное развитие получила ГХ, чему способство- 
вало создание чувствительных и универсальных газовых хрома- 
тографов с автоматическим детектированием. В обычном ва- 
рианте ГХ может быть использована для разделения и анализа 
только достаточно летучих и термически‘ устойчивых веществ. 
Области применения ГХ расширяются с развитием пиролизной, 
реакционной, высокотемпературной и при высоких давлениях 
хроматографии, 
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Классификация различных видов хроматографии 








Вид хроматографии Формы осуществления 











Жидкостная (подвижная фаза — жидкость) 
твердожидкостная: - 
О ОЕ к Колоночная, тонкослойная 
ионоОбмЕННая и, > › 
гель-фильтрационная.......... › › 
жидкость-жидкостная; ы 
распределительная.......,.., Колоночная, тонкослойная, 


бумажная 
с использованием комплексообразования Колоночная, тонкослойная 
Газовая (подвижная фаза — газ): 
газоадсорбционная........... Колоночная 
газожидкостная (распределительная) .. » 


В последние годы начала быстро развиваться ЖХ, что стало 
возможным (как и для ГХ) также благодаря успехам в созда- 
нии чувствительных детекторов для растворов механически 
прочных высокоэффективных адсорбентов, позволяющих приме- 
нять большие давления жидкости У входа в колонку. Поэтому 
в настоящее время ЖХ получает преимущества ГХ: бобль- 


скольких МИЛЛИОНОВ. Современному состоянию 


ной ЖХ посвящен ряд монографий [159, 162, 190], 
Выбор того или 


‚› используя различные ВИДЫ 
хроматографии, взаимно дополняющие друг друга. 


3.2. ГАЗОВАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ (ГХ) 
3.2.1. ОСНОВЫ МЕТОДА 


Принцип метода 


ГХ приобрела большое значение как наиболее эффективный и 
универсальный метод разделения в самых разных областях. 
Метод ГХ хорошо поддается автоматизации, в чем его неоспо- 
римое преимущество перед другими современными физико-хи- 
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Таблица 4 































до не- 
корост- 


сит от 
с наи- 
затра- 


мическими исследованиями. Будучи однов 
НЫМ, И м енным методом анализа сложных смесей раз- 
личных органических и неорганических соединений, ГХ должна 
использоваться и для комплексного изучения пищевых про- 
дуктов. Метод применим для разделения газов, жидких или 
твердых веществ, способных перегоняться без разложения при 
температурах до 400—500° С. С помощью ГХ анализируют и та- 
кие соединения, которые могут быть превращены в летучие 
производные или производные, которые можно подвергать пи- 
ролизу [20]. В настоящее время опубликовано значительное 
количество монографий и работ, посвященных теории и прак- 
тике ГХ [23, 44, 122, 131, 155, 175, 196]. 

ГХ является частным случаем хроматографических методов, 
когда подвижной фазой является газ. Таким образом, ГХ пред- 
ставляет собой процесс, в котором разделение смеси произво- 
дится с помощью подвижной газовой фазы, проходящей над 
сорбентом. В качестве газа-носителя выбирают газ, практически 
не адсорбирующийся и не растворяющийся в неподвижной 
фазе при температуре колонки и химически не реагирующий 
с компонентами смеси (азот, гелий, аргон). 

Разделение компонентов смеси основано на различной ад- 
сорбируемости (ГАХ) или растворимости (ГЖХ) анализируе- 
мых компонентов при движении их газообразной смеси вдоль 
поверхности твердого тела или неподвижной жидкости в хрома- 
тографической колонке. ГАХ является исторически более ран- 
ним методом и применяется преимущественно в случае анализа 
газовых смесей или относительно неполярных веществ с высо- 
кой летучестью. Область применения ГЖХ значительно шире, 
так как этот метод применим к более разнообразным вещест- 
вам, к тому же допускает использование не только насадочных, 
но и капиллярных колонок. 

Среди хроматографических методов ГХ является наиболее 
разработанным. Промышленность выпускает хроматографы 
многих марок. Основные характеристики, определяющие ана- 
литические возможности современных хроматографов, в том 
числе и зарубежных, эксплуатируемых в СССР, правила ра- 
боты и наиболее часто встречающиеся неисправности их аппа- 
ратуры подробно освещены во многих работах [44, 131, 169, 
196 


ременно и ка чествен- 


Современный газовый хроматограф представляет собой ав- 
томатический прибор, требующий от обслуживающего персо- 
нала выполнения небольшого числа операций. Принципиальная 
схема газового хроматографа показана на рис. 4. 

В ГХ используется проявительный метод. Необходимое ко- 
личество пробы отбирают специальным микрошприцем и вво- 
дят в поток газа-носителя через резиновое уплотнение доза- 
тора-испарителя, который обеспечивает быстрое и полное испа- 
рение жидкой смеси, так как температура его устанавливается 
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на 50—70°С выше температуры наиболее высококипяЩего о 
понента пробы. Испаренная проба потоком газа-носителя 
дается в колонку и перемещается ВДОЛЬ Ее: Темпе ат 
колонки устанавливают такую, при которой компонент 
зируемой смеси находятся в парообразном состоянии. 
При прохождении через колонку отдельные компоненты 
смеси улавливаются (адсорбируются) активным адсорбентон, 
которым наполнена колонка (ГАХ), или растворяются в пленке 
неподвижной жидкой фазы, нанесенной на поверхность инерт- 
ного носителя (ГЖХ). Поскольку компоненты смеси сорби- 


Ы анали. 


6600 пробы 





Термостат 


Рис. 4. Схема газового хроматографа: 


1 — источник газа-носителя; 2 — исп 
4— детектор; 5 — самописец 


аритель; 3 — колонка; 


руются неодинаково или по-разному взаимодействуют Сс жидкой 
фазой, продвигаются они по колонке с различными скоростями. 


Молекулы компонентов, сорбирующиеся лучше или с более вы- 
сокой растворимостью в жидкой фазе, задерживаются (от- 


стают) в своем движении. Неадсорбируемые или нераствори- 
мые компоненты выходят из колонки первыми. 
Вымываемые из колонк 


тором в виде сигналов, 


рость их появления д 
зируемой пробы, а площадь 
деления концентраций компонентов } 


ственную характеристику анали 
пиков используется для опре 
в процентах. 


Свойства детекторов 


Большинство работ по ГХ выполняются с помощью дифферен- 
циальных детекторов, сигнал которых пропорционален мгно- 
венной концентрации компонента в бинарной смеси. Детектор 
позволяет выяснить, чтб получается на выходе из колонки, об- 
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щества. 
ной авт 

Типь 
вания. ( 





` 


наруживает и измеряет малые Количества компонентов, при- 
сутствующих в потоке газа-носителя. Поэтому возможности хро- 
матографа в основном обусловлены характеристикой исполь- 
зуемого в нем детектора. Различные хроматографы отличаются 
в основном принципом детектирования и используемой макси- 
мальной рабочей температурой. 

Общие требования, предъявляемые к детектору. Дифферен- 
циальные детекторы измеряют некоторое свойство компонента, 
связанное с его концентрацией в потоке газа-носителя. По- 
скольку концентрация компонентов в элюате изменяется очень 
быстро, детектор должен обладать малой инерционностью. Хро- 
матографический детектор должен быть универсальным, так 
как в процессе анализа данной смеси через него могут прохо- 
дить бинарные смеси газа-носителя с веществами самого раз- 
личного строения. 

Обычно концентрации анализируемых компонентов в элюате 
малы (особенно при определении примесей), поэтому детектор 
должен быть очень чувствителен. Так как показания детектора 
используются для количественных расчетов, желательна линей- 
ная зависимость его сигнала от количества определяемого ве- 
щества. Детектор должен обеспечивать возможность непрерыв- 
ной автоматической регистрации показаний в процессе анализа. 

Типы детекторов. Предложено более 30 способов детектиро- 
вания. Основные методы заключаются в сравнении какого-либо 
свойства чистого газа-носителя с аналогичным свойством смеси 
(газ-носитель -- компонент смеси). 

В хроматографической практике большое распространение 
получили следующие типы детекторов. 

Детекторами, работающими по принципу измерения тепло- 
проводности, являются катарометры. Действие их основано 
на сравнении теплопроводности потоков чистого газа-носителя 
и газа-носителя с примесями разделенных компонентов, выхо- 
дящих из колонки. Теплопроводность смеси (газ-носитель + ком- 
понент) изменяется в зависимости от концентрации компонента. 
Эти изменения и записываются в виде электрического сигнала 
на потенциометре. 

Катарометр прост в эксплуатации, позволяет анализировать 
разнообразные соединения, при этом компоненты, проходя че- 
рез детектор, не изменяются, что позволяет улавливать вк ло- 
вушках после анализа‘для последующего исследования. о все 
детекторы этого типа чувствительны к колебаниям скорости 
потока газа-носителя, поэтому она должна тщательно контроли- 
роваться. Кроме того, величина показаний катарометра 
не всегда линейно изменяется с изменением концентрации пара, 
для количественного анализа необходима калибровка по сме- 
сям известного состава в соответствующем диапазоне. Его 
нельзя использовать для определения очень малых количеств 
веществ в исследуемой смеси, например при изучении аромата 
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пищевых продуктов, а также при работе с капиллярными И 
садочными колонками малого диаметра, что объясняется .. 
большой чувствительностью и значительной инерционность, 

Более современны, более чувствительны И более Перспек. 
тивны ионизационные детекторы, работающие п 
принципу измерения ионизационных свойств газа. Действие 
пламенно-ионизационного детектора (ПИД) основано на ОНИ. 
зации в водородном пламени и заключается в следующем, 
В поток, выходящий из колонки, вводится постоянный расход 
водорода, и смесь сжигается в герметичной камере. 

При горении чистого водорода количество ИОНОВ, образую. 
щихся в камёре, очень мало, а в присутствии органических ве. 
ществ, содержащих углеродный атом, количество ионов резко 
Возрастает. Ионы, образующиеся в пламени, создают ток, при: 


щего в горелку вещества. Ионный ток усиливается и записы. 
вается автоматически потенциометром. Чувствительность его 
выше, чем у катарометра. Минимально детектируемые с по. 
мощью ПИД количества веществ от 1.1012 до 10.10-2 г/сек, 
причем 10-2—10-и считается нормальным диапазоном значе. 
ний нижнего предела детектирования. 


честву вещества и не зависит от скорости газа-носителя и тем. 
пературы детектора. Сочетание высокой чувствительности и ши: 


рокого линейного диапазона обусловило применение ПИД для 
анализа пищевых продуктов. 


меются и другие типы ионизационных детекторов, в кото- 
рых ионы образуются Не в результате сжигания смеси, а под 


действием на нее радиоактивного излучения, тлеющего раз- 
Ряда ит. д. ь 


Сравнительно новым является детект. 
хвату. В отличие от обычных детект 
хватный детекто Р измеряет не увеличение 
о р происходит 
ионизация молекул азота под действием радиоактивного В-из- 
лучателя (обычно тритий или плутоний-239) И образуются мед- 
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а под 


› раз 





ленные электроны. Под влиянием 
медленные электроны перемещаются к аноду, в результате ча | 
возникает постоянный ток. При попадании В С и 
между электродами компонентов пробы, О а 
которые способны захватить свободные электроны п а 
` : ‚ происходит 
уменьшение этого тока. Уменьшение тока является функцией 
количества вещества и сродства к электрону (способности за- 
хватывать электроны) для данного вещества. 
Этот детектор чрезвычайно чувствителен по отношению 
к соединениям с высоким сродством к электрону (алкилгало- 
гениды, сопряженные карбонилы, нитрилы, нитраты, металлоор- 
ганические соединения) и фактически не чувствителен к угле- 
водородам, спиртам и кетонам, имеет лишь. небольшую линей- 
ную область, что делает его непригодным для обычных количе- 
ственных анализов. Однако по захвату электронов детектор 
незаменим при анализе микро- и субмикроколичеств хлор- и 
фосфорорганичёских ядохимикатов, когда нельзя применить 
другие детекторы. Минимальные детектируемые концентрации 
хлорорганических ядохимикатов от 0,4-10-9 до 9.10- мг/сек. 
Некоторые пестициды, как показали последние исследования, 


могут быть определены В субпикограммовых количествах — 
10-# г [50, 131], 


постоянного напряже! 


Свойства хроматографических 
колонок 


Наиболее важной частью хроматографа являются колонки, ко- 
торые подготавливаются самим исследователем. Существуют 
колонки набивные (в ГАХ и ГЖХ) и капиллярные (в ГЖХ). 

Набивные (насадочные) колонки чаще всего из- 
готовляют из нержавеющей стали, меди, алюминия и стекла, 
диаметром 3—6 мм, длиной от 20 см до 8 м, что зависит от со- 
става анализируемой смеси. На колонках длиной 2—3 м 
можно достичь удовлетворительного разделения. Более длинные 
колонки используют для работы с трудноразделяемыми сме- 
сями. 

Капиллярные колонки с внутренним диаметром 
0,01—0,5 мм могут быть очень длинными — до 30—100 м и 6бо- 
лее, на них достигается очень высокая эффективность и быст- 

о обы. 
| и. с особой тщательностью самим ис- 
следователем. В колонке, заполненной определенной насадкой, 
происходит процесс разделения смеси. От выбора а. 
в ней неподвижной фазы в значительной мере зависит успех 
неудача конкретной операции разделения. ы 
ое фаза а двух видов: твердый Е 
нелетучая жидкость, нанесенная на инертный ты 
тель или на внутреннюю стенку капиллярной трубки. 
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В ГАХ колонка заполнена только твердым алсорбентоц, 
В качестве такового применяют активированный уголь, или 
кагель, окись алюминия, цеолиты и другие аа обла. 
дающие большой адсорбционной способностью, лагодаря чем, 
и обеспечивается разделение компонентов анализируемой Смеси, 

Этот вид хроматографии (ГАХ), как уже Указывалось, в ос. 
новном представляет ценность как метод анализа постоянных 
газов и низкокипящих веществ. Однако за последнее время ГАХ 
получает значительно большее распространение в связи с при- 
менением новых типов адсорбентов с химически и геометри. 
чески упорядоченной поверхностью, а также адсорбентов, пред- 
ставляющих собой пористые полимерные материалы (сополи- 
меры стирола и дивинилбензола, этилвинилбензола), которые 
можно также использовать в качестве инертных носителей 
неподвижных жидких фаз [126]. 

Преобладающее число исследований в настоящее время вы- 
полняется с помощью ГЖХ, т.е на колонках, заполненных 
инертным порошком, который пропитан нелетучей жидкостью. 

В ГЖ насадочной колонке необходим твердый носитель для 
создания большой инертной поверхности, на которую нано- 
сится жидкая фаза в виде сплошной тонкой пленки. Носитель 
не должен адсорбировать анализируемые вещества сквозь 
пленку нанесенной жидкости, т. е. непосредственно в сорбцион- 
ных процессах носитель не участвует. Роль его сводится в ос- 
новном к поддержанию жидкой неподвижной фазы в таком 


состоянии, чтобы через нее мог проходить газовый поток. 
Использ 


, 
ть с жидкой фазой, компонен- 
ри повышенных температурах), 

механически прочными, достаточно 


, 


т равномерность потока газа-но- 


Из твердых носителей известны 
различные хромосорбы), с 
териалы, гранулированные полимеры, свойства которых под- 

чнике А. А. Лурье [126]. 

неподвижная фаза наносится на 
Убки, т. е. стенка капиллярной 
ителем вместо специального инерт- 


диатомитовые (целит-545, 
теклянный бисер, керамические ма- 


представляет выбор неподвижной 
адающей достаточной избиратель- 
ЛЬности всегда конкретно и отно- 
веществ [104, 155, 175, 122], 
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В общем случае жидкая фаза должна быть хорошим рас- 
творителем для разделяемых компонентов, по существу не 
летучей и устойчивой при рабочей температуре колонки, доста- 
точно эффективной, чтобы достичь желаемого разделения. При- 
рода НЖФ является тем основным фактором, который оказы- 
вает влияние на коэффициент распределения компонентов 
смеси, обусловливает порядок их выхода из колонки. 

Разнообразные органические вещества, применяемые раз- 
личными исследователями в качестве НЖФ, могут быть клас- 
сифицированы на три группы: 

неполярные — вакуумные смазки, апиезоны и сквален, 
которые по химической природе представляют собой сложные 
смеси углеводородов, а также диметилполисилоксаны типа 
ЗЕ-30, [ХК, ОУ-1 или близкие им по свойствам вещества (для 
разделения углеводородов, эфиров кислот в соответствии с их 
температурами кипения); 

слабополярные — некоторые силиконовые полимеры, 
эфиры высокомолекулярных спиртов и двухосновных кислот: 
дибутилфталат, динонилфталат, диоктилсебацинат, трикрезил- 
фосфат (для разделения гомологов и изомеров углеводородов 
различных классов, спиртов, альдегидов, эфиров, низкомолеку- 
лярных кислот); 

сильнополярные — полигликоли (для разделения го- 
мологов и изомеров полярных органических соединений: спир- 
тов, альдегидов, дикетонов, кетокислот), полиэфиры двухатом- 
ных спиртов и двухосновных кислот, такие, как полиэтиленгли- 
кольсукцинат — ПЭГС, полиэтиленгликольадипинат — ПЭГА и 
т. п. (для разделения эфиров жирных кислот, производных ами- 
нокислот, терпенов), цианэтилированные спирты (для разделе- 
ния гликолей, многоатомных спиртов, фенолов, терпенов). 

Полярные НЖФ, как правило, менее термически стабильны 
и более летучи, чем обычно применяемые неполярные фазы. 
Для практической работы существенно знать полярность жид- 
кой фазы и температурные границы ее применения [44, 155, 175]. 

Как видно, жидкая фаза может иметь самую различную 
природу, что определяет универсальность ГХ и стимулирует ее 
развитие. В принципе для всякой задачи по разделению смеси 
можно надеяться найти одну или несколько фаз, позволяющих 
получить наилучшие результаты. 

Температура колонки сильно влияет на коэффициент рас- 
пределения в ней веществ. В большинстве случаев повышение 
температуры колонки уменьшает время удерживания, но при- 
водит к ухудшению разделения. Это противоречие заставляет 
выбирать, оптимальную температуру, при которой м 
приемлемый компромисс между величинами коэффицие Е 
разделения и временем анализа. Температура в ры о 
навливается примерно равной средней температуре 
смеси. 
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При анализе смесей веществ, содержащих компоненты 
резко отличающиеся по летучести, хроматографию рекомен’ 
дуется осуществлять в условиях автоматического программиро, 
вания температуры. При этих условиях не только уменьшается 
время выхода компонентов, но и улучшается форма пиков 
а также обнаруживаются пики, которые при других методах 
анализа не могли быть замечены из-за их размытой формы [203] 


Качественный анализ 


Существуют различные методы, позволяющие качественно 
идентифицировать компоненты смеси, которые соответствуют 
отдельным пикам на хроматограмме. 
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Рис. 5. Хроматограмма метиловых эфиров жирных кислот льняного 
= масла: 


Сь—пальмитат; С,„—стеарат; С18:1—олеат; С18:2 — линолеат; С13:3— линоле- 


нат; КУ) — время (объем) удерживания; {р (Ую) — исправленное время (объ- 
ем) удерживания 


Идентификация по величинам удерживания. Одной из глав- 
ных характеристик ГХ является время удерживания данного 
компонента (1), т. е. время от момента ввода пробы до мо- 
мента появления максимума ‘соответствующего пика (рис. 5). 
Кроме того, необходимо знать приведенное (исправленное) 
время удерживания (1), измеряемое от момента появления 
пика воздуха (или передней границы пика растворителя для 
ионизационного детектора) до выхода максимума пика. Вре- 
мени удерживания соответствует объем удерживания (Ув), т. е. 
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объем газа, прошедшего через колонку с момента вво да пробы 
до момента появления максимума пика на хроматограмме 
Исправленное время удерживания или удерживаемый объем 
являются характеристиками вещества при заданных условиях 
анализа. 

Наиболее надежным показателем являются относительные 


величины времени или объема удерживания У". представляю- 
Качес щие отношение времени (или объема) удерживания данного ве. 
“ООть Що понента к соответствующим показателям известного вещества. 
принятого за стандарт. Относительное удерживание не зави- 
сит от длины колонки, скорости потока и количества неподвиж- 
ной фазы, но зависит от температуры колонки и природы 
жидкой фазы. В связи с простотой определения и надежностью 
этой величины идентификацию пиков проводят по относитель. 
ному удерживанию. 

Сравнивая экспериментально найденное время (или объем) 
удерживания с опубликованными данными [23, 44, 155], можно 
провести идентификацию для неизвестной смеси веществ. Однако 
такой способ идентификации требует обоснованных предполо- 
жений о химической природе исследуемой смеси. 

Невозможность исчерпывающего качественного анализа 
с использованием только значений удерживания связана в 0с- 
новном с тем, что ГХ не позволяет определять или различать 
органические функциональные группы. . Некоторые соедине- 
ния — члены различных гомологических рядов могут иметь оди- 
наковое время удерживания, что затрудняет ГХ-анализ смесей 
се таких соединений. Если функциональная группа исследуемого 

Мин соединения неизвестна, то по величине удерживания можно 

лишь указать несколько возможных вариантов идентификации 

этого соединения. 

Идентификация с помощью стандартных смесей веществ. 

Одним из простейших методов идентификации пиков является 

сравнение величин удерживания компонентов изучаемой смеси 
ияного с соответствующими величинами, полученными при хроматогра- 

фии заведомо известных веществ. Этот способ применим только 
диноле при наличии в чистом виде всех предполагаемых компонентов 
: изучаемой смеси, а идентификация может считаться надежной 
лишь в том случае, когда совпадают величины удерживания бо- 
| лее чем на одной НЖФ. 
гиав Идентификация по логарифмическим зависимостям, сущест- 
анного вующим для гомологических рядов. Разработаны и другие спо- 
0 м0" собы идентификации, основанные на существовании линейной 
са 5). зависимости между логарифмом относительного удерживания 
(иное) объема и числом углеродных атомов в цепи в Е НЕИ 
Ве ний гомологического ряда при определенной к ео 
10Я8 ди такой зависимости для гомологических рядов метиловых 
теля ри ров жирных кислот приведен на рис. 6, ы 
{й. О з: 





Для более точной идентификации рекомендуется анал 
ля бо. 
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Рис. 6. Зависимость логарифма относительного (по метилпальми- 

тату) объема Удерживания (15 У ) от числа углеродных ато- 

мов в цепи для гомологических рядов метиловых эфиров жирных 
кислот: 

1— насыщенных; 2— моно-, 3 — ди. и 4 — триэтиленовых 
висимости между удерживаемыми объемами на двух различных 
НЖФ получают прямые линии для каждого гомологического 
ряда, причем угол наклона прямой характерен для данной 
функциональной группы. 
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Идентификация в сочетании с физико-химическими мето- 
дами. Наряду с указанными методами используют и другие 
способы идентификации. Известен простой способ применения 
качественных реакций для идентификации соединений, выходя- 
щих из газового хроматографа с насадочной колонкой и ката- 
рометром. Часто для получения качественной информации при- 
меняют улавливание веществ в специальных охлаждаемых ло- 
вушках и их последующую идентификацию обычно методами 
спектрометрии в УФ-, ИК-областях, на масс-спектрометрах 
[140, 175, 155]. 


Количественный анализ 


Наиболее важные проблемы, связанные с количественным ана- 
лизом, и основные источники встречающихся ошибок проанали: 
зированы в ряде работ [131, 175, 228, 241. 

Количественные измерения большинства хроматограмм 
с помощью дифференциальных детекторов основаны на опре- 
делении площади зарегистрированного пика, поскольку пло- 
щадь пика пропорциональна концентрации компонента. В от- 
дельных случаях при расчетах используют высоту пиков, 0со- 
бенно для частично разделенных или выходящих на «хвосте» 
соседних пиков. 

Но, как известно, сигнал дифференциального детектора 
зависит от природы анализируемых соединений. Поэтому для 
получения точных количественных результатов необходимо 
знать индивидуальную чувствительность детектора к опреде- 
ляемым веществам. Для этого следует проводить калибровку 
детектора по смесям известноРо состава и затем при расчете 
вводить поправочный коэффициент, чтобы восстановить истин- 
ную пропорциональность между концентрацией и площадью 
пика. Таким образом, цель калибровки заключается в опреде’ 
лении количественной связи между сигналом детектора и абсо- 
лютным содержанием компонента. 

В зависимости от метода калибровки поправочные коэффи- 
циенты могут быть использованы для расчета содержания ком- 
понентов в весовых, объемных или молярных процентах. 
В опубликованной литературе подробно рассмотрена методика 
расчета поправочных коэффициентов для ПИД и детектора по 
теплопроводности [131] и методика приготовления стандартных 
смесей для калибровки [22], а также сводки поправочных коэф- 
фициентов для различных типов детекторов [23, 155]. 

Мерой количества разделенного вещества служит относи- 
тельная площадь соответствующего пика на 
хроматограмме. 

Определение площадей хроматографических пиков. Сущест- 
вуют различные методы измерения площади пика: 

планиметрический (форма пика не играет роли); 
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путем умножения высоты пика на его ширину 
на середине высоты (рис. 7, 7); метод отличается 
достаточной точностью, если пики симметричны ил 
метричны; 
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путем взвешивания вырезанных из бумаги пиков; форма 
пика не имеет значения, но могут возникнуть погрешности, афи 
обусловленные неточностью вырезания, ошибкой взвешивания и МОГУ 
неоднородностью бумаги; | пк тии 
с помощью интеграторов, непосредственно присоединенных ту етри 
к самописцам так, что измерение площади может п 
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Рис. 7. Определение площадей хроматографических пиков: 


1—- симметричных; 2 — частично перекрываю. 


щихся; 3 — малого пика примеси; 4 — при 
наклоне нулевой лини 


и; 5 — зашкаленного 


С наименьшей погрешностью м 
пиков, имеющих отношение вы 
соты в пределах от 3 до 5. Пр 
определения 15—30 отн. , 
100 им? — примерно окол 


ожет быть измерена площадь 
соты к ширине на середине вы- 
и площадях 25—50 мм? ошибка 
а при величине площади около 
о 10 отн.% и мало меняется при за- 
мене одного метода другим. Только для пиков, больших | то 
100—200 мм? удается определять площадь с точностью | 
1—3 отн.%. Поз ышения точности хроматографиче- 
си хроматограммы должна быть 
дь пиков была не менее указанных | 
выше величин. Обычно скорость записи хроматограммы 
300—600 мм/ч, однако при точных количественных работах воз- у. 
никает необходимость в увеличении ее до 1500—5000 мм/ч [122] я 















Площади пиков при неполном разделении 
можно считать равными п 


лощадям фигур, получающихся при 
опускании перпендикуляра из точки минимума на нулевую ли- 
нию (на рис. 7, 2 одна на этих фигур заштрихована), и изме- 
рять их с помощью планиметра илн миллиметровой бумаги, | 
| 
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Результаты такого метода расчета 
ствуют весовому составу смеси. 

При расчете перекрывающихся пяков также можно опускать 
перпендикуляры из их максимумов и считать, что площадь 
каждого пика равна удвоенной площади его внешней, не затро- 
нутой перекрыванием части (рис. 7, 2) : 

Указанные способы расчета относятся к симметричным хро- 
матографическим пикам. Перекрывающиеся несимметричные 
пики могут быть рассчитаны указанными способами только при 
отсутствии «хвостов» и при условии весьма незначительной 
асимметрии. 

При определении площади малого пика примеси, 
находившегося на пологом заднем фронте большого пика основ- 
ного компонента, т. е. на его «хвосте» (рис. 7, 3), наиболее точ- 
ные результаты получают при непосредственном измерении пло- 
щади малого пика, считая нулевой линией для него продолжение 
контура основного пика. 

Этот случай тесно связан с проблемой определения пло- 
щади пика, записанного при наклоне нулевой 
линии (рис. 7, 4). 

В обоих случаях площадь пиков считают равной произведе- 
нию высоты пика на проекцию его средней линии по направле- 
нию, перпендикулярному высоте, как показано на рис. 7, 3 
и 7, 4. 

Площадь зашкаленных (неполностью уложившихся) пиков 
можно рассчитать по формуле, как указано на рис. 7, 5. 

Расчет состава смесей по хроматограмме. Основными мето- 
дами расчета хроматограмм и получения количественных ре- 
зультатов являются методы внутреннего стандарта, внутренней 
нормализации и абсолютной калибровки [44, 131, 155, 158, 122]. 

Метод внутренней нормализации основан на оп- 
ределении соотношений между концентрациями компонентов 
смеси. Поэтому необходимым условием определения содержа- 
ния какого-либо вещества в смеси является предположение, что 
элюируются все компоненты пробы и чувствительность детек- 
Тора к каждому из них одинакова. 

Сумму площадей всех пиков хроматограммы принимают ыы 
100%, а площадь для каждого пика вычисляют в процентах о0- 
щей площади. Расчет ведут по формуле 


Хх Е -.100% (25) 


п 


Довольно точно соответ- 





{= 
где Х; — процентное содержание 7-того компонента; 
$; — площадь пика #того компонента, 


п 
Х 5;— сумма площадей всех п-пиков. 


= 





Метод внутренней нормализации имеет то преимущество, 
что знание количества вводимой пробы не я обязатель, 
ным, однако он не всегда дает точные и объективные данные 

Для получения достоверных результатов площади ПИКОВ, 0. 
ответствующие разделенным компонентам, следует умножить 
на калибровочные коэффициенты, определяемые чувствитель. 
ностью детектора к ним. Произведение площадей пиков и ка. 
либровочных коэффициентов дает величины приведенных пло- 
щадей, которые используют для расчета внутренней норма. 
лизации: 








251 ‚ 
Х. = 100%, (26) 
У 
где К; — коэффициент, определяемый чувствительностью детек- 


тора к данному компоненту. 

Метод абсолютной кал ибровки основан на ис- 
пользовании зависимости высоты или площади пика от количе- 
ства соответствующего вещества в смеси. Эту зависимость опре- 
деляют экспериментально, последовательно вводя в хромато- 
граф различные, но точно измеренные количества изучаемого 
компонента, измеряют их площади (51, $» 5з на рис. 8) и 
строят график в координатах: площадь пика — абсолютное ко- 
личество введенного в колонку вещества. Затем разделяют точ- 
ное количество смеси неизвестного состава и из графика по 
площади пика интересующего компонента (5=) определяют его 
концентрацию в смеси. 

Несмотря на высокую трудоемкость (дозирование строго 
определенных количеств представляет известные трудности), 
этот метод позволяет получить абсолютную, а следовательно, 
и наиболее объективную информацию. По этой причине мето- 
дом абсолютной калибровки пользуются для проверки других 
способов количественной обработки хроматограмм. Этот метод 
является основным при анализе микропримесей, а также при 
определении одного или нескольких компонентов 

„При решении практических вопросов большую часть сведе- 
ний, Даваемых методом абсолютной калибровки, можно полу- 
чить с помощью значительно менее трудоемкого. метода вну- 
треннего стандарта. 

Метод внутреннего стандарта основан 
лении к пробе анализируемой смеси точно 
ства вещества, называемого «внутренним 
метод также известен под 


на добав- 
известного количе- 
стандартом». Этот 


названием относительной ка- 
либровки. Вещество, используемое в качестве внутреннего 


стандарта подбирают так, чтобы пик его полностью отделялся 
от пиков компонентов исследуемой смеси, площадь была соиз- 
мерима с площадью остальных пиков и чтобы оно растворялось 
в анализируемой смеси. 
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Работа ведется следующим образом. Составляют искусствен- 
ные смеси с ом содержанием отдельных компонентов иС- 
следуемой пробы и внутреннего стандарта и хроматографируют 
ИХ. Измеряют площади пиков, соответствующие данным компо- 
нентам смеси, и рассчитывают поправочный коэффициент. ДлЯ 
данного вещества по формуле е 


5:9 
К=2т 
‚ 
27 
51'9ст 7) 
где о = поправочный коэффициент данного вещества; 
ст И + — площади пиков вещества-стандарта и исследуе- 


мого вещества; 
4ст и 9: — массы вещества-стандарта и исследуемого ве 
щества в искусственной смеси. 
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0246801 
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Рис. 8. График абсолютной ка- Рис. 9. График относительной ка- 
либровки Е либровки (внутреннего стандарта) 


Результаты можно выразить графически, как показано на 
рис. 9. Затем в анализируемую смесь вводят взвешенное коли- 
чество вещества-стандарта и снимают хроматограмму этой 
смеси. На хроматограмме измеряют площадь пика вещества- 
стандарта ($ст), площадь пика одного из исследуемых веществ 
5: и по калибровочному графику определяют отношение массы 
интересующего вещества к массе вещества-стандарта. Зная ко- 
личество вещества-стандарта, легко вычислить концентрацию 
определяемого компонента. 

Содержание того или иного компонента В анализируемой 
смеси можно вычислить по формуле 

Хх, А.В 100%, (28) 
ст'ост 


где К; и Кег — поправочные коэффициенты определяемого ком- 
понента и стандарта, связанные с природой де- 


тектора и характером вещества; 


3 Заказ № 437 : 65 


5: и Эст — площади соответствующих пиков; и 
К — отношение массы внутреннего стандарта к массе 
анализируемой пробы. 

Указанный метод позволяет проводить расчеты и в тех слу- 
чаях, когда на хроматограмме отсутствуют пики некоторых ком. 
понентов анализируемой смеси. Добавление внутреннего стан. 
дарта до ввода пробы в хроматограф позволяет компенсировать 
ошибки, связанные с подготовкой пробы для анализа. На вели- 
чину отношения площадей изменение чувствительности не ока. 
зывает влияния, поэтому нет необходимости вводить точные ко- 
личества пробы и знать коэффициенты чувствительности детек. 
тора или иметь их постоянными. Пробу можно дозировать 
не точно, в этом случае количество отдельных компонентов 
(в мг) вычисляют по формуле 


КУ: - 
вы. 29 
Х; 5 @= (29) 


ГДЕ 49ст — количество введенного вещества-стандарта, мг. 
Метод внутреннего стандарта получил большое распростра- 
нение в практике ГХ как один из наиболее удобных способов 
получения количественной информации. Е. 
Для оценки точности хроматографических методик необхо- 
димо применять методы математической стати- 
стики. Вопросы их использования в практике количественного 


ГХ анализа подробно рассмотрены в нескольких работах [68, 
131. 


Методика проведения эксперимента 


Для решения любой практической задачи по разделению сме- 
сей веществ необходимо прежде всего правильно приготовить 
колонку, так как именно в ней происходит действительное раз- 
деление компонентов смеси. Важнейшими факторами, от кото- 
рых зависит достижение требуемого разделения, являются 
твердый носитель, тип и количество жидкой фазы, метод запол- 
нения, длина и температура колонки. 

Размеры колонки определяют общее количество газа и жид- 
кости, которое будет находиться внутри нее, влияя на эффек- 
тивность разделения. Поэтому для решения каждой конкретной 
задачи надо иметь колонку оптимальных размеров. 

Как уже сообщалось, длина наполненных колонок можег 
быть от нескольких десятков сантиметров до 16 м. Чем больше 
длина колонки, тем лучше разделение. Однако скорость газа- 
носителя изменяется при протекании его через колонку, поэтому 
при оптимальной скорости газа-носителя работает только не- 
большая часть колонки. В связи с этим на слишком длинных 
колонках разделение может быть ухудшено. К тому же при 
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работе с длинными колонками необходимо создавать очень вы- 
сокие давления на входе, что может вызвать затруднения при 
вводе пробы и обеспечении герметичности. Чем меньше диаметр 
колонки, тем выше эффективность. Но с увеличением диаметра 
колонки возрастает допустимая величина пробы, которую мож- 
но ввести в нее. К сожалению, с увеличением диаметра колонки 
ее эффективность снижается. 

‚Перед заполнением колонку сначала промывают разбавлен- 
ной соляной кислотой (1:10), затем водой, ацетоном, эфиром, 
после чего сушат с помощью водоструйного насоса. 

Как известно, количество жидкой фазы должно быть доста- 
точным, для того чтобы покрыть частицы носителя тонким, рав- 
номерным слоем. При избытке жидкой фазы происходит накоп- 
ление ее в промежутках между частицами, и эффективность 
колонки снижается. Для носителей на основе диатомовых зе- 
мель эффективность резко падает при нанесении жидкой фазы 
в количествах, превышающих 30% массы (веса) носителя. 
Но слишком малое количество неподвижной фазы может при- 
вести к тому, что активные центры поверхности носителя ока- 
жутся непокрытыми пленкой жидкой фазы. Это может вызвать 
необратимую адсорбцию или разложение пробы. При выборе 
количества жидкой фазы необходимо также иметь в виду лету- 
честь пробы. Вещества с низкой летучестью лучше разделяются 
на колонках с небольшим содержанием жидкой фазы — около 
3—10%. Для соединений с высокой летучестью требуются боль- 
шие количества жидкой фазы — до 20—30%. 

Чтобы приготовить насадку колонки, рассчитывают необхо- 
димое для ее заполнения количество носителя по формуле 


У= и, (30) 


где У — объем носителя для заполнения данной колонки; 
’— внутренний диаметр колонки, см; 
| — длина колонки, см. 

Количество носителя отмеривают цилиндром с некоторым 
избытком и взвешивают его в фарфоровой чашке на технохими- 
ческих весах. Рассчитанное количество жидкой фазы (в процен- 
тах веса твердого носителя) взвешивают в стеклянном стакан- 
чике на аналитических весах и растворяют в таком объеме рас- 
творителя, чтобы только смочить твердый носитель. 

Полученный раствор жидкой фазы приливают к твердому 
носителю, находящемуся в фарфоровой чашке. Фарфоровую 
чашку со смесью держат на одной ладони под тягой, а другои 
рукой шпателем осторожно перемешивают смесь, чтобы не раз- 
рушить частицы твердого носителя. Необходимо обеспечить рав- 
номерное распределение жидкой фазы на твердом носителе. 
Смесь осторожно перемешивают до полного ее высушивания. 
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Фаза считается готовой. когда получится 
масса без запаха растворителя. 

Колонку засыпают наполнителем мелкими порциями м 
одновременном постукивании по ней легкими упругими дарами 
После полного заполнения концы колонки закрывают ПЛОТ 
стеклянной ватой на глубину 8—12 мм, чтобы полностью ИСКЛЮ- 
чить попадание твердых частиц из колонки в коммуникации и 
в детектор. Затем колонку скручивают в спираль таким обра. 
зом, чтобы она соответствовала форме термостата хромато- 
графа, где ее и устанавливают. 

Перед анализами приготовленную колонку необходимо тер. 
мически обработать в токе газа-носителя с целью удаления из 
нее летучих веществ и стабилизации неподвижной фазы. Темпе. 
ратуру прогрева обычно устанавливают на 10—20°С 
при которой колонка будет работать, однако она до 
ниже верхнего температурного предела для данн 
фазы. Необходимо помнить, что при продувке колон 
обязательно отсоединяют, чтобы избежать его загр 

Одним из важных моментов в проведении хроматографиче- 
ского анализа является правильный выбор темпера- 


туры колонки. При слишком низкой температуре вещества 
не будут элюироваться или будут дава 


пе косЫпуца, 


выше той, 
лжна быть 
ой жидкой 
ки детектор 
язнения, 


нение более высоких температур. 
При выборе температ 


В виду максимальную и минимальную рабочие температуры ис- 


И случае превышения максимально 
допустимой температуры коло 


висит также от выбора ли- 
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хроматографа) иглой шприца и 


р введении определе : 
ема исследуемой пробы. Проб ее о 


быстро. При этом шприц р : р 
(обычно левой) направляют иглу в резиновую к а. не 
гой (большим пальцем правой руки) прикла ны а 
чтобы ее проколоть, а также чтобы предотвратить выталкивание 
поршня из шприца, что может происходить за счет избыточ. 
ного давления в хроматографе. Вводят иглу через резиновую 
прокладку как можно глубже в испаритель, нажимают на пор- 
шень, спустя 1—2 сек вынимают иглу (придерживая поршень 
пальцем) по возможности быстро и плавно. 

Необходимо следить, чтобы температура испарителя была 
достаточно высокой для обеспечения большой скорости испаре- 
ния пробы. С другой стороны, температура испарителя должна 
быть достаточно низкой, чтобы исключить термическую деструк- 
цию или изменения строения анализируемого вещества. Чтобы 
проверить, правильно ли выбрана температура испарителя, сле- 
дует ее увеличить. Если при этом эффективность колонки улуч- 
шится или пик станет более симметричным, то это означает, 
что температура испарителя была выбрана низкая. Если же 
резко изменится время удерживания, площадь пика или его 
форма, то температура испарителя слишком высока и прои- 
зошла термическая деструкция. 





3.2.2. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВЫСШИХ ЖИРНЫХ КИСЛОТ 


ГЖХ является наиболее важным методом для изучения со- 
става жирных кислот природных масел и жиров, а также ЛипиИ- 
дов, выделенных из различных пищевых продуктов. ГЖХ приз- 
нана стандартным методом исследования самых различных жир- 
ных кислот — от С! до Сзо и выше, насыщенных, разветвленных, 
ненасыщенных, цис- и транс-изомеров, окси-, эпоксикислот [6, 
23, 31, 176]. 

Так как липиды являются высокомолекулярными соедине- 
ниями с относительно высокой температурой кипения, то для 
хроматографического разделения их обычно переводят в мети- 
ловые эфиры. 

Сложные эфиры имеют более низкую температуру кипения и 
более низкую полярность, чем соответствующие кислоты, что 
имеет ряд преимуществ: достигается более высокая ее 
ность разделения при меньших температурах и времени ва 
а данные при идентификации и количественном определении 
а метиловые эфиры жирных кислот образуются при 
переэтирификации глицеридов, фосфолипидов, ея 
стеринов, при непосредственном метилировании свободны? 
ных кислот, а также солей кислот [23, 31]. 
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Выделение липидов 


Методы выделения жира экстракцией в аппарате Сокслета и 
т экстракции не могут гарантиров 
сырого жира, который потом рискованно 

подвергать анализу для установления жирнокислотного Состава, 

При экстракции липидов настаиванием (в присутствии без. 
водного сернокислого натрия) хлороформом, четыреххлористым 
углеродом, петролейным эфиром и другими неполярными рас. 

творителями удаляются в основном триглицериды, 
При исследовании липидов следует отдать предпочтение спо- 
собам экстракции (по методам Фолча, а также Блая и Дай. 
арных растворителей, например смеси 


, 


в сочетании с неполярным позво. 
вые комплексы. Наиболее полна 


хлороформа и воду, получают 


легко разделить. Слой хлоро- 
› нелипидные при- 


50], с применением 
й воронки (ФДВ), которая может быть 
экстракции типа твердое тело-жид- 
ет быстрое отделение экстракта от 
т в исполнении, непродолжителен, не 
акции в «мяг- 
ленный жир од- 
енного содержа- 
ния, но и качественного 
Методика выделения жира в ФДВ заключается в следую- 
щем. 1—2 г продукта помещают в ФДВ с впаянным стеклянным 
фильтром №2 или № 3, приливают 20 м 
смеси хлороформа и этанола, взятой в соотно 
тично встряхивают воронку, 
чение минуты. Затем с помо 
отбирают в приемник. Экст 
торяют 3 раза. По окончан 


а роторном испарителе. 
лиза. 
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Методы метилирования 


Описанные в литературе способы получения 
жирных кислот можно разделить на группы: 
реэтерификация глицеридов; двухстадийный метод с выделе- 
нием свободных жирных кислот из жиров и масел и последую- 
щей их этерификацией; другие методы этерификации. 

Переэтерификация (алкоголиз) глицеридов 
метанолом проводится в присутствии щелочных катализаторов— 
алкоголятов натрия, калия или едкого кали [23, 176], а также 
в присутствии кислых катализаторов— соляной кислоты [23], 
серной кислоты [239], треххлористого и трехфтористого бора 
[23], хлористого ацетила [32, 122]. Полученные метиловые эфиры 
обычно не выделяют и используют их раствор непосредственно 
для ГХ анализа. 

При двухстадийном получении метиловых 
эфиров жиры и масла предварительно омыляют спиртовой 
щелочью, выделяют свободные жирные кислоты и затем этери- 
фицируют их [23, 176]. Однако во время омыления могут изо- 
меризоваться полиненасыщенные жирные кислоты. Поэтому осо- 
бое значение придают температуре и продолжительности ре- 
акции. 

Для метилирования свободных жирных кислот пригодны все 

условия переэтерификации, кроме того, широко используют диа- 
зометан [23, 176]. Предложен метод этерификации жирных кис- 
лот на ионообменной смоле, который подробно рассмотрен на 
стр. 151—152. 
‹ Среди других методов получения метиловых 
эфиров можно отметить их синтез из нерастворимых серебря- 
ных солей жирных кислот, которые обрабатывают иодистым ме- 
тилом. Этот метод используют обычно для анализа дикарбоно- 
вых кислот. 

Таким образом, метиловые эфиры кислот получают с помо- 
щью абсолютного метанола. Очистку (абсолютирование) мети- 
лового спирта проводят следующим образом. 200 г металличе- 
ского иода растворяют в 30 мл ‘метанола, добавляют 2,5 г 
стружки магния и нагревают до полного растворения в колбе 
емкостью |1 л с обратным холодильником. Затем добавляют 
500 мл метанола, нагревают 30 мин и перегоняют с елочным 
дефлегматором, отбрасывая первые 25 мл дистиллята и отбирая 
фракцию с температурой кипения 64—65° С. 

Ниже описываются некоторые методы приготовления мети- 
ловых эфиров жирных кислот, требующие относительно неболь- 
шого времени и позволяющие работать как с макро-, так и 
с микроколичествами жиров. 

Переэтерификация метанолом, содержащим 5% хлористого 
водорода [23]. 200 мг липидов помещают в круглодонную колбу 
емкостью 100 мл, снабженную обратным холодильником с хлор- 
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метиловых эфиров 
одностадийная пе- 








кальциевой трубкой, добавляют около 40 мл абсол 
нола, содержащего 5% (по весу) хлористого -. 
10 мл перегнанного бензола. Смесь кипятят на Водяной ба 
В течение 2 ч, разбавляют ДВОЙНЫМ количеством воды, тделяю 
бензольный слой в делительной воронке, нейтрализуют его твеп. 
дым бикарбонатом натрия, промывают и фильтруют через бу. 
мажный фильтр. ` 

Переэтерификация метанолом на холоде в присутствии сер. 
ной кислоты [239]. 100 мг липидов растворяют в 10 м 
эфира. При перемешивании с помощью магнитной м 
каплям добавляют 1 мл концентрированной серной кислоты. Чье. 
рез 20 мин приливают 19 мл абсолютного метанола и выдержи- 
вают 20 мин. Для нейтрализации кислоты прибавляют 7 Мл 
35% -ного метанольного раствора едкого кали и оставляют на 
15—20 мин. 

Метиловые эфиры жирных кислот экстрагируют гексаном, 
для чего смесь с 40 мл гексана переносят в делительную во- 
ронку, прибавляют 80 мл воды и сильно встря; 


минуты; нижнюю водную фазу удаляют: так п 
раза. Объединенные гексанов 


ЮтТного 


Мета. 
Водорода и о а 


труют и удаляют растворитель на 
роторном испарителе в вакууме. 


Полученные метиловые эфиры 


тонкослойную хроматографию. На пластинку (18Х24 см) с за- 
крепленным слоем силикагеля наносят метиловые эфиры (около 
100 мг), растворенные в петролейном эфире, и проявляют в си- 
стеме петролейный эфир-этиловый эфир (19: 1). Затем пластин- 
ку высушивают, и край ее (основную часть пластинки закры- 
вают стеклом) обрызгивают 20% -ным спиртовым раствором 
Ффосфорно-молибденовой кислоты. Фракцию метиловых эфиров 
счищают с пластинки и элюируют трехкратно смесью петролей- 
ный эфир-этиловый эфир. 


можно ОЧИСТИТЬ, используя 


й, добавляют 0,2 мл абсолютн 
3—4 капли безводного хло 


бане в течение часа, охлаждают и 
30 мин на роторном испарителе при 


Хроматографическое разделение на неполярных фазах 


Наиболее распространенными неполярными фазами, используе- 
мыми при анализе метиловых эфиров жирных кислот, являются 
высококипящие вакуумные смазки кремнийорганической или 
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ео апиезон-Г, апиезон-М, 
и : ным фактором, определяющим разделение сме- 
сей на этих фазах, является молекулярный вес компонентов. Эти 
фазы обеспечивают полное разделение эфиров н-насыщенных 
кислот, различающихся по длине цепи на один атом углерода 
в пределах от С! до Саи. - 

Эфиры кислот с разветвленной цепью продвигаются по ко- 
лонке быстрее неразветвленных с тем же числом углеродных 
атомов; изоформы кислот вымываются быстрее антезиоформ 
тех же жислот. 

Ненасыщенные кислоты на этих фазах элюируются из ко- 
лонки перед соответствующими насыщенными кислотами, но 
полностью разделить их по числу двойных связей на неполяр- 
ных фазах не удается. 

Апиезон-Г. обеспечивает разделение сложных эфиров по 
числу углеродных атомов, при этом насыщенные и мононенасы- 
щенные разделяются полностью, ди- и триненасыщенные обра- 
зуют смешанный пик на хроматограмме. 

Силикон-5Е-30 более устойчив при высоких температурах, 
но селективность его ниже: разделяются только насыщенные 
кислоты; ненасыщенные с одним и тем же числом углеродных 
атомов дают один пик. Этот факт может иметь и преимущество 
при отделении полностью насыщенных кислот от ненасыщенных 
компонентов. 

Неполярные жидкие фазы с успехом применяются для разде- 
ления геометрических изомеров кислот, образующихся при гид- 
рировании жира, а также предварительного фракционирования 
метиловых эфиров кислот по числу углеродных атомов для 
сравнительной идентификации. 


Хроматографическое разделение 
на полярных фазах 


Для разделения кислот по числу двойных связей используют 
в качестве неподвижной фазы полярную жидкость. В качестве 
такой жидкости применяют различные полиэфиры. На этих фа- 
зах моно-, ди-, триненасыщенные и т. д. эфиры выходят из ко- 
лонки вслед за насыщенными с тем же числом атомов углерода. 
Следовательно, на полярных полиэфирных колонках можно раз- 
делить диеновые, триеновые, гексаеновые, пентаеновые ит. д. 
О фарь разветвленных насыщенных кислот а 
впереди соответствующих насыщенных эфиров с прямой ц 

(как и в случае неполярных фаз). 


Эфиры кислот, отличающиес 
ее . нь а также цис- и транс-изомеры плохо делятся на 


заполненных сорбентом колонках, но могут быть разделены при 
использовании капиллярных колонок. 


я по расположению двойной 
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При анализе метиловых эфиров жирных кислот Растите 


ного и животного происхождения. различающихся По Дл 
от С; до Су и числу двойных связей от | до 6, наилуч 
зультаты дало применение следующих полиэфирных 
этиленгликольадипината-ПЭГА 


ЛИ 
линоленат и олеат), полиэтиленг 





раз: Поли. 
(хорошо разделяет Нолеат 
ликольсукцината-ПЭГС , . 


такж 
разделяет все кислоты, включая кислоты с двойными сие 
бутандиолсукцината, который по свойствам ачалогичен поди 
эфирам адипиновой и янтарной кислот, но дает более четкое 
разделение эфиров стеариновой и олеиновой кислот. 

При анализе жирных кислот колонки с апиезонами и поли. 
эфирами дополняют, а не заменяют друг друга. Апиезоны и 
другие неполярные фазы обеспечивают разделение по темпера 
турам кипения, а кроме того ПОЗВОЛЯЕ 


в углерод- 


щенных эфиров, моноенов, ди 

Для эффективного разде 
определения жирных кислот 
бочую температур 
Температурный ре 
пробы и химической 


При разделении Эфиров кислот на неполярных фазах наи- 


лучшие результаты получаются при температурах 250—300° С. 
а на полярных — до 200—210° С, так как большинство полиэфи- 
ров содержит летучие соединения и термически неустойчиво при 
температурах свыше 950° ' а 


количественного 
ьно выбрать ра- 
ие всего опыта. 
тиловых эфиров 


строят график в координатах 


осительного времени 
отн 
(объема) удерживания (129 ) — число 


в цепи (см. рис. 6). Сравнивая затем 1сузн 

отн 
смеси кислот со значениями Ук" на графике для стандарт- 
ной смеси, идентифицируют состав ис 


следуемой пробы В каче- 
стве стандартной смеси можно использовать масла известного 
жирнокислотного состава, например подсолнечное, хлопковое, 
льняное. 
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По четкости разделения на полиэфирной фазе ме < 
эфиров стеариновой и олеиновой кислот судят 56: 56 мы 
сти приготовленной колонки. - фев 

Для определения строения жирных кислот в сочета 
с ГЖХ рекомендуется использовать озонолиз В 

а лиз, окислительное 
расщепление, гидрирование, спектроскопию в ИК-, УФ-областях 
масс-спектрометрию, тонкослойную, колоночную и другие виды 
хроматографии (140, 175]. Так, для определения ненасыщенных 
кислот в исследуемой пробе ее часто подвергают гидрированию 
переводя при этом ненасыщенные соединения в ‘насыщенные 
с тем же числом углеродных атомов и, следовательно, изменяя 
их время удерживания. Разделяя смеси до и после гидрирова- 
ния, можно идентифицировать и количественно определять не- 
насыщенные кислоты. 

ГХ позволяет проводить количественные определения насы- 
щенных и ненасыщенных кислот с большей точностью и быстрее, 
чем любой другой химический метод. Мерой количества жирных 
кислот также служит относительная площадь соответствующего 
пика на хроматограмме, для расчета которой чаще всего ис- 
пользуют метод внутреннего стандарта и внутренней нормализа- 
ции. При количественной интерпретации хроматограмм необхо- 
димо учитывать систему детектирования. 


Анализ жирнокислотного состава пищевых продуктов 


Имеется значительное количество фактических данных по ГХ- 
исследованию жирных кислот в продуктах животного и расти- 
тельного происхождения [41, 113, 183, 188, 204, 244, 117]. 

На рис. 5 ( см. стр. 58) представлена хроматограмма метило- 
вых эфиров жирных кислот льняного масла, полученная на 
приборе ЛХМ-8М с ПИД при следующих условиях разделения: 
колонка длиной 2,5 м и внутренним диаметром 3 мм заполнена 
20% ПЭГС на хромосорбе № зернением 60—80 меш; скорость 
газа-носителя (азота) 40 мл/мин; температура колонки 185°С, 
а испарительной камеры 250°С. 

Анализ жирных кислот рыбъего жира представляет оп- 
ределенные трудности по сравнению с анализом жирных кислот 
растительных масел в связи с наличием высокомолекулярных 
кислот с длиной цепи до 24—96 углеродных атомов, имеющих 
до 6 двойных связей, а также изокислот с нечетным числом ато- 
мов углерода. 

На рис. 10 показана хроматограмма метиловых эфиров жир- 
ных кислот жира печени трески, полученная на хроматографе 
«Шимадзу», детектор ПИД двухпламенный. Условия разделения 
следующие: колонка (двухколоночная система) из нержавею- 
щей стали, длиной 4,5 М и внутренним диаметром 3 мм, напол- 
нена 8% 1,4-бутандиолсукцинат на хромосорбе М (60—80 меш); 
температура колонки 195°С; скорость газа-носителя (азота) 
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52 мл/мин: давление на входе 1,95 кес/см?. 
анализа 45 мин [41]. 

При качественной идентификации рекомендуется приме, 
смеси метиловых эфиров жирных кислот жира печени г Е 
состав которой уже хорошо изучен (поскольку очищенные т 
параты полиненасыщенных кислот труднодоступны Сол 
вать графические зависимости логарифма времени 


УДерживани, 
от числа углеродных атомов в цепи кислот, а также Предварь 


пр ол житель 


сть 
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Рис. 10. Хроматограмма метиловых эфиров жирных кис- 
лот жира печени трески, пики: 

1614; 2—С4: 1; О —С16: 109; 7—С16:207; 
83—17; 9—С16 204; Ст: 115-16: 304; 12—18; 19—С18: 169; 
:206} 16—С18; 306; 17—С18:303; 18—С18:403; 19—20; 109: 
С20:206; 21—С50 406; 22—50: 403; 23—22: 1011; 24—С50:503; 
25—62 :209; 26—22: 306; 27—22: 503; 28—С22:603; 15—не иден" 
тифицированы (индекс ® означает концевую Углеродную цепь) 


ненасыщенности 
серебром [41]. 
‚ отличающегося содер- 


меют широкий 
едует осущест- 
рограммирования темпера- 


разделение ме- 
сливочного масла а 
-66» С ПИД при двух режимах: пр 











ЧТЗ у 


50°С и скорости газа-носителя (азота) 60 мл/мин (для разделе 
ния кислот С.—С3), а также при 200°С `и ее а 
120 мл/мин (для. кислот Сё—С.з), на колонке длиной Гм 
и внутренним диаметром 4 мм, с использованием полярной и 
неполярной НЖФ (20% апиезона-Т, на хромосорбе  зернением 
— меш и 10% 1,4-бутандиолсукцината на хромосорбе т) 

Результаты анализа улучшаются при предварительной раз- 
гонке метиловых эфиров жирных кислот на фракции (например 
метод тонкослойной хроматографии, вакуумной дистилляции) 
с последующим анализом каждой фракции при оптимальной для 
нее температуре [29]. 


3.2.3. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЛЕТУЧИХ ЖИРНЫХ КИСЛОТ 


Летучие жирные кислоты влияют на вкусовые достоинства пи- 
щевых продуктов. Они присутствуют в большинстве продуктов 
растительного и животного происхождения в свободном состоя- 
нии или в виде эфиров. Летучие жирные кислоты могут быть 
насыщенными и ненасыщенными, иметь прямую и разветвлен- 
ную цепи, четное и нечетное число атомов углерода. 

Для разделения летучих кислот и количественного их опре- 
деления наиболее целесообразным методом является ГЖХ, по- 
скольку она позволяет анализировать даже такие близкие изо- 
меры, как капроновая и изокапроновая кислоты, без заметного 
перекрывания пиков. Метод разделения летучих кислот коло- 
ночной распределительной хроматографией на силикагеле, пред- 
ложенный Харпером и с успехом применявшийся долгое время, 
предполагает длительную и тщательную подготовку колонки, 
к тому же этим методом не обнаруживается муравьиная кис- 
лота. Эффективного разделения летучих жирных кислот добива- 
ются на ГХ при программированном повышении температуры 
колонки [75]. 

Низкомолекулярные кислоты можно хроматографировать не 
только в виде эфиров, но и в виде свободных кислот [23]. 
Но чтобы избежать асимметрии выходящих пиков, что по-види- 
мому связано с ассоциацией молекул или адсорбцией их на 
носителе, носитель обрабатывают кислотой [156]. Деление не- 
этерифицированных кислот не дает возможности получить на 
хроматограммах пик муравьиной кислоты, так как ПИД не чув- 
ствителен к этой кислоте. 

Представляет интерес метод ГХ-разделения в реакционном 
варианте в виде этиловых эфиров, которые получаются непо- 
средственно в месте ввода пробы в хроматограф. Этот метод 
имеет то преимущество, что этиловые эфиры, образовавшиеся 
в результате мгновенной реакции между солями летучих ее. 
и этиленсульфаткалием, поступают в колонку без каких-либо 


потерь [14, 88]. 
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Определение летучих жирных кислот в сыре 
и сливочном масле 


Метод основан на выделении летучих жирных кислот ИЗ про. 
дукта путем дистилляции, концентрации их, перевода В метило. 
вые эфиры (этерификацию проводят в присутствии олеума 
в термостате при 38—40°С в течение 24) и ГХ-разделении 
[92, 165]. 

Условия разделения следующие: колонка из нержавеющей 
стали, длиной 1,2 м и диаметром 6 мм, наполнена 10% ПЭГА ва 
носителе К1зогЬ ВГК размером 0,20—0,315 мм; температура ко. 
лонки 110°С, а испарителя 130°С; детектор ПИД; скорость 
газа-носителя (азота) 20 мл/мин; скорость движения ленты 
самописца 5 мм/мин. 

Для разделения метиловых эфиров жирных кислот отбирают 
медицинским тубиркулиновым шприцем газовую фазу в количе- 
стве 0,8—1 мл, устанавливают необходимый точный объем и 
через иглу шприца вводят в колонку. Пики метиловых эфиров 
жирных кислот располагаются в следующем порядке: муравьи- 
ной, уксусной, пропионовой, масляной, изовалериановой, капро- 
новой. Количество летучих жирных кислот рассчитывают по со- 
отношению величин пиков кислот стандартных растворов («сви- 
детелей») и исследуемого продукта. 


Определение летучих жирных кислот мяса 


Метод основан на экстракции летучих кислот из мяса органиче- 
скими растворителями (этанолом и ацетоном) с последующим 
выделением на ионообменной смоле (амберлит) ИРА-400 в ОН- 
форме и ГХ разделении в свободном виде [111]. 

Выделение кислот. Навеску мяса, дважды измельченную на 
мясорубке, экстрагируют 70%-ным этанолом в соотношении 1:23 
в течение часа на встряхивающей машине, а затем ацетоном 
В соотношении 1:1 в течение 30 мин. Оба экстракта фильтруют 
через обычный фильтр и пропускают через колонку, заполнен- 
ную ионообменной смолой ИРА-400 в ОН-форме (из расчета 
100 г влажного анионита на 500 мл экстракта), со скоростью 
0,5 мл/мин. Элюацию кислот с анионита производят 10%-ным 
раствором щелочи. Полученный элюат концентрируют до объ- 
ема 10 мл, нейтрализуют концентрированной соляной кислотой 
до РН 2 и извлекают кислоты хлористым этилом и бензолом. 
После удаления хлористого этила (при 20°С) пробу используют 
для ГХ анализа. 

Хроматографирование. Выделенные в свободном виде жир- 
ные кислоты подвергают ГХ-разделению на колонке с модифи- 
цированным носителем. Условия анализа: колонка длиной 1,3 м 
и диаметром 3 мм, которая наполнена 15% этиленгликольизо- 
фталата на целите-545 (60—80 меш), обработанном серной кис- 
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лотой; скорость газа-носителя (водорода) 2 л/ч: темпе; 
колонки 135° С, а испарительной камеры 250°С. ’ а 

Летучие жирные кислоты идентифицируют с помощью стан- 
дартной смеси кислот по времени удерживания и по наложению 
пиков. Для количественных определений кислот в качестве стан- 
дарта используют изовалериановую кислоту. В мышечной ткани 
свинины идентифицированы и количественно определены уксус- 


ная, пропионовая, масляная, валериановая, изокапроновая, кап- 
роновая и гептановая кислоты. ь 


Определение летучих жирных кислот в колбасных 
изделиях методом реакционной хроматографии 


Метод основан на выделении летучих жирных кислот из про- 
дукта и ГХ-разделении в реакционном варианте в виде этиловых 
эфиров [88]. 

Из колбасных изделий летучие жирные кислоты выделяют 
в вакуумном аппарате путем улавливания в ловушках 0,1 н. рас- 
твором КОН. Полученные калийные соли кислот высушивают 
в эксикаторе над пятиокисью фосфора и затем тщательно рас- 
тирают с равным количеством этиленсульфата калия. Получен- 
ную смесь солей помещают в стеклянный капилляр, запаянный 
с одного конца (из молибденового стекла, внутренним диамет- 
ром 1,5 мм, длиной 100 мм, толщиной стенки 0,25 мм), который 
соединяют с помощью резинового ниппеля с иглой и вводят 
в хроматограф. Капилляр нагревают пламенем спиртовой го- 
релки в течение 10 сек. При этом происходит мгновенная реак- 
ция этерификации, и образовавшиеся этиловые эфиры посту- 
пают в колонку без потерь. Для их разделения наиболее подхо- 
дящей жидкой фазой является динониловый эфир фталевой 
кислоты (16%) на целите-С-22 (80—100 меш) и ПЭГС на це- 
лите-545 (80—100 мешг) —188], а также смесь 25% этиленгли- 
кольадипата, 2% фосфорной кислоты и 3% борной кислоты на це- 
лите-545 [14]. 


3.24. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПЕСТИЦИДОВ 


В анализе ядохимикатов большое распространение получила 
ГЖХ [93, 73, 143]. Этим методом могут быть разделены почти 
все пестициды, а применение высокочувствительных и избира- 
тельных детекторов делает возможным определение даже мил” 
лионных долей препарата. ы 

О из навески средней пробы продукта 
органическими растворителями (бензол, гексан, ОЕ 
эфиры и т. п.) или их смесями, реже водой, так как больш Е 
ство пестицидов плохо в ней растворяется. При = 
почти всегда наряду с пестицидами извлекаются те 
жиры и другие вещества, мешающие точности опред . 
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поэтому экстракт очищают от сопутствующих веществ методами 
колоночной и тонкослойной хроматографии, перераспределениех 
в другом растворителе, смешиванием с обезвоженной серной 
кислотой и другими способами. Очищенный экстракт Подвер- 
гают ГХ-разделению. Чтобы свести к минимуму затраты труда 
на выделение пестицидов из пищевых продуктов, проводятся ис. 
следования [73] по’ разработке избирательных детекторов. 

При анализе остатков ядохимикатов применяют ионизацион- 
ные детекторы, обладающие чувствительностью 10-—10- г. 
а также детекторы по захвату электронов. В качестве НЖФ 
используют силиконовые масла, апиезоновые смазки, силиконо. 
вые полимеры, модифицированные фторсодержащими и нит. 
рильными группами. Для более надежной идентификации не- 
обходимо повторно проводить разделение на фазах разной по- 
лярности, применять разные способы детектирования, учитывая, 
что детектор по захвату электронов реагирует на галоидосодер- 
жащие соединения, термоионный — чувствителен к фосфорсо- 
держащим. Компоненты, выходящие из колонки, можно опреде- 
лять методом люминесценции. В качестве сравнения для хлор- 
органических пестицидов используют время удерживания альд- 
рина [93] или у-изомера гексахлорана [73], для серосодержа- 
щих — сульфон, для фосфорорганических — паратион. 

При количественном определении пестицидов чаще приме- 
няют метод абсолютной калибровки, или внутреннего стандарта. 


Определение хлорорганических ядохимикатов 
в овощах, фруктах, молоке и продуктах его переработки 


Метод основан на извлечении препаратов (альдрина, гексахло- 
рана, гептахлора, ДДТ, ДДД, ДДЭ и др.) экстракцией органи- 
ческими растворителями, очистке экстрактов путем распределе- 
ния между двумя несмешивающимися жидкостями с последую- 
щей очисткой на колонке из окиси алюминия и разделении на 
хроматографе с детектором по захвату электронов [93]. 
Экстракция препаратов и очистка экстрактов. 95ег измель- 
ченных яблок экстрагируют 100—150 мл серного эфира при 
встряхивании в течение 15 мин. Экстракт упаривают досуха, 
прибавляют предварительно охлажденную до 5°—0°С смесь 
ацетона с водой (4:1), и раствор быстро фильтруют. К фильт- 
рату добавляют 24 мл гексана, водный слой удаляют, а гекса- 
новый сушат над безводным сернокислым натрием, испаряют 
до объема 1—2 мл и вносят в колонку с окисью алюминия без- 
водной или П степени активности (высота слоя сорбента 7— 
8 см, на который насыпан слой в 3—4 см безводного сернокис- 
лого натрия). Ядохимикаты элюируют из колонки 100 мл смеси, 
состоящей из 10 мл эфира и 90 мл н-гексана, со скоростью 3— 
4 капли в секунду. Элюат упаривают до небольшого объема и 
количественно переносят в мерную пробирку. Объем раствора 
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не должен превышать 1—1,5 м, 
2—4 мкл этого раствора. 

К 40 мл молока добавляют 80 м 
и встряхивают в конической колб 
носят в центрифужный стакан, 
колбу 10 мл гексана и Б мл воды, и 
центрифугируют при скорости 2500 
об[мин в течение 3 мин. Слой гексана 
отделяют, высушивают 8—10 г безвод- 
ного сернокислого натрия, декантируют 
и упаривают до объема 5—10 мл. Этот 
раствор количественно переносят в дели- 
тельную воронку, прибавляют 15—30 мл 
диметилформамида или ацетонитрила, 
насыщенных гексаном (в соотношении 
1:2), и встряхивают в течение минуты. 
После этого дают разделиться слоям и 
переносят диметилформамидный или аце- 
тонитрильный слой в другую делитель- 
ную воронку, в которой находится 350— 
400 мл раствора сернокислого натрия и 
50 мл гексана для раствора в диметил- 
формамиде или 350—400 мл насыщен- 
ного раствора хлористого натрия и 50 мл 
гексана для раствора в ацетонитриле. 
Воронку перевертывают 3—4 раза и по- 
сле разделения слоев гексановый уда- 
ляют, а водный слой экстрагируют еще 
раз 50 мл гексана. Гексановые фракции 
объединяют, промывают 100 мл дистил- 
лированной воды, упаривают до объема 
2—3 мл. Этот раствор подвергают очи- 
стке на колонке с окисью алюминия и 
далее поступают так, как описано ДлЯ т пробы мо. 
пробы яблок. пока: б-эпробы молока с 

Хроматографирование. Условия раз- ен Е 
деления следующие: колонка (стальная ИЕ 
или стеклянная) длиной от 1,5 до 2 си линдана и И 
диаметром от 3 до 6 мм наполнена 10%  альдрина (014) 
$Е-301 (или а Ня ет ее 

2 мосорбе зернени = 
а р анааы соляной кислотой); ера ка 
200°С, детектора 200°С, испарительной камеры 220 о 

: ; напряжение и чувствительность у : 

и ее о сила тока в ячейке детектора была 

= —10 с г 
и Е Е || приведены хроматограммы смеси ядохимикатов 


и пробы молока. 


1. Для ГХ-анализа используют 


л ацетона, 80 мл Н-гексана 


е в течение 3 мин. Смесь пере- 
обмывая 


мк 


0 12 Ш 20 мн 





И о 
ов 620 мн 





2:32:82 16 20 мин 


Рис. 11. Хроматограммы: 
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Для количественного анализа определенное Количество 
5 мкл) стандартного раствора, который содержит 
0,025 мкг ядохимиката, разделяют в таких же Условиях, 
пробу. Расчет количества ядохимиката (в мг/л 
в продукте ведут по формуле 
— 4:5, 
ии (31) 


Что и 
ИЛИ Ме|кг) 


где А — количество ДДТ в стандартном растворе, мг; 
$, — площадь пика стандартного раствора ДДТ, мл?. 
5> — площадь пика пробы, мм?; 
У; — объем экстракта пробы, введенный в хроматограф, мл. 
У, — общий объем экстракта после упаривания, мл: 
Уз — навеска анализируемой пробы, л или кг. 


3.2.5. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВИТАМИНОВ 


Метод ГЖХ применим для определения жирорастворимых ви- 
таминов [145, 213, 153, 168, 243, 242]. В литературе имеются со- 
общения об удачном разделении витаминов в виде триметилси- 
лильных (МТС) производных [243, 242], а также о возможности 
идентификации витаминов, растворимых в воде [168]. Более 
широко метод ГЖХ используется для определения качествен- 
ного и количественного состава изомерных форм токоферолов 
(а, В, у). 


Определение изомерных форм токоферола 
в растительных маслах 


Метод основан на омылении масла, выделении токоферолов из 
неомыляемых веществ и разделении их методом ГЖХ [145, 
213, 153]. 

5 г масла омыляют 50 мл 104 -ного спиртового раствора 
КОН в присутствии пирогаллола при 85° С в течение часа. Не- 
омыляемую фракцию экстрагируют этиловым эфиром (3 раза 
по 45 мл). Экстракт отмывают водой от щелочи до получения 
в присутствии фенолфталеина бесцветных промывных вод и 
сушат над безводным сернокислым натрием. После фильтрации 
растворитель отгоняют. Для освобождения от каротиноидоЕ 
высушенный остаток растворяют в 10 мл бензола, пропускают 
через адсорбционную колонку с диатомитом (высота слоя 30 см) 
и промывают колонку 15—20 мл бензола. 

Полноту вымывания токоферолов контролируют по окраши- 
ванию капли фильтрата раствором ортофенантролина и О 
ного железа. Бензол отгоняют на роторном испарителе, остаток 
растворяют в горячем метаноле и оставляют на 24 ч в хо- 
лодильнике при —10°С для вымораживания стеролов. Стеролы 
отделяют фильтрацией на холоду, фильтрат концентрируют на 
роторном испарителе. 
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Разделяют токоферолы на аргоновом хромат 
зационным детектором (стронций-90) в колонке 
с неподвижной фазой 10% силиконового эластомера $3Е-30 
(или ОЕ-1) на целите-545 зернением 120 меш. Температ ‚ра ко- 
лонки 240°С, расход газа 60 мл/мин, Идентификацию т 
путем сравнения времени удерживания пиков образца с пиками 
«свидетелей», в качестве которых используют синтетический 
а-токоферол и соевое масло, содержащее, как известно, только 
а-, В- и у-токоферолы. Длительность анализа 90 мия. 


графе С НОНиИ- 


длиной |,9 м 





3.2.6. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ТРИГЛИЦЕРИДОВ, АМИНОКИСЛОТ, УГЛЕВОДОВ 


Образование специальных производных для нелетучих веществ 
в нормальных условиях дает возможность анализировать их 
методом ГЖХ, благодаря чему область ее применения значи- 
тельно расширяется. В круг веществ, анализируемых ГЖХ, 
входят витамины, триглицериды, кислоты Кребса, аминокис- 
лоты, углеводы и некоторые другие соединения. Успех получе- 
ния нужных производных для столь разнообразных веществ 
связан с появлением в конце 60-х годов таких реагентов, как 
триметилсилильные (ТМС) производные имидазола, бис-триме- 
тилсилилацетамид (БСА), бис-триметилсилилтрифторацетамид 
(БСТФА) и другие, которые позволяют получать неполярные 
производные соединения, имеющие довольно большое давление 
пара в условиях хроматографического разделения [168, 154]. 

Для разделения веществ с малой летучестью без использо- 
вания производных перспективным является метод, в котором 
подвижной фазой является газ, находящийся при температуре 
и давлении, выше критических. При давлении порядка 2000 атм 
большинство газов напоминает жидкости и имеет свойства, ана- 
логичные свойствам жидкостей, поэтому их можно использовать 
в качестве растворителей. 


Определение триглицеридов 


Метод ГЖХ позволяет анализировать глицериды после их пере- 
вода в легколетучие производные, например триметилсилиль- 
ные (полученные в результате этерификации их в пиридине) 
или ацетаты. > 

В качестве НЖФ используют термостонкие жидкости типа 
$Е-30 или [ХК, которые разделяют глицериды только по числу 
углеродных атомов. Для отделения глицеридов насыщенных 
жирных кислот от ненасыщенных применяют метод тСХ на си- 
ликагеле, обработанном азотнокислым серебром. Такое сочета- 
ние ГЖХ с ТСХ позволяет получить более полные данные [176]. 


Определение аминокислот 


Преимущества ГХ способствовали применению ее для анализа 
аминокислот. Для определения состава аминокислот необходим 
гидролиз белка и перевод аминокислот в летучие соединения. 
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Чтобы их анализировать методом ГЖХ, надо уменьшить поля 

ность (удаляя или защищая функциональные группы) для ве. 
личения летучести и предотвращения необратимой адсорбции 
в колонке. С этой целью приходится прибегать к Образованию 
производных соединений с помощью химических методов. 

При работе с аминокислотами используют такие производ. 
ные, как триметилсилильные (МО—ТМС-производные), фенил. 
тиогидантоиновые (ФТГ), №-ацетиловые, н-алкил-М-трифтор 
тиловые эфиры ит. п. [168, 23, 170, 154]. 

Разделены 19 аминокислот, наиболее распространенных 
в протеинах пищевых продуктов в виде н-бутил-М№-трифтораце. 
тильных производных [170]. 

Для этого аминокислоты этерифицируют н-бутанолом, Но, 
так как они плохо в нем растворимы, их растворяют в абсолют- 
ном метаноле и проводят этерификацию в присутствии сухого 
хлористого водорода. Затем метанол с хлористым водородом 
Удаляют дистилляцией, а метиловые эфиры аминокислот рас- 
творяют в н-бутаноле и проводят переэтерификацию в присут- 
ствии сухого хлористого водорода. 

Полученные бутиловые эфиры аминокислот подвергают аце- 
тилированию трихлоруксусной кислотой в присутствии хлорис- 
того метилена. Эту реакцию проводят в герметично закрытой 
трубке при 150°С в течение 5 мин. В этих условиях ацетилиру- 
ются все аминокислоты и даже их третичная функциональная 
группа [227]. 

Поскольку диапазон молекулярных весов разделяемых ами- 
нокислот большой, рекомендуют применять программированный 
нагрев колонки. Использование полиэфирных фаз не позволяет 
количественно определить аргинин, гистидин, цистеин. Для 
определения аминокислот рекомендуют применять две колонки: 
с полиэфирными фазами (ПЭГА) и с силиконом (О\У-1, ОУ-17). 


аце- 


Определение углеводов 


В области ГХ-разделения производных сахаров сравнительно 
мало работ [141, 157], но эта область, по мнению многих иссле- 
дователей, является весьма привлекательной из-за большого 
числа возможных изомеров, а также благодаря высокой разде- 
лительной способности метода. Углеводы методом ГЖХ обычно 
анализируют в виде триметилсилильных производных (ТМС), 
отличающихся повышенной летучестью. 

Однако в процессе силилирования может образоваться не- 
сколько изомеров для каждого сахара, что затрудняет количе- 
ственную оценку хроматограмм. Установлена возможность пе- 
ревода сахаров в полиолы путем восстановления боргидридом. 
Но боргидридное восстановление сахаров нестереоспецифично, 
поэтому также возможно образование продуктов, которые за. 
трудняют воспроизведение хроматограмм. 
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У ‚ м : 

Чу р 

к о | 

м обр В литературе [141] имеются указания о том, что 

‹ до Зо, НЫМ методом является ГжЖх сахаров а. ыы более точ- 

"ЗКи в. м рилов, которые при анализе смеси а 

АН Фон в виде одного пика для каждого сахара. Этим метою 

нА) № ном сусле и ви и тм методом в вино- 

-] и оф д. град у ь не количественно определены [.-арабиноза 
м Р-галактоза, а Р-глюкоза, Р-ксилоза, Г -рамноза. 

\ Условия разделения на хроматографе «Хром-4» следующие: ко- 


лонка длиной 2 м и диаметром 3,5 мм н 

3,5 мм наполнена хром | 
т а г роматоном 
№-АМ/-НМР$ с 5% силикона ХЕ-60; детектор ПИД; программи- 





\ е 
тОраць рованный нагрев колонки от 180 до 225°С; скорость газа-но- 
Ута сителя (гелия) 50 мл/мин. т 
ЯЮт моло Ю 
В син 

ета ОАО 327. АНАЛИЗ АРОМАТА ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ 
т Слот 
ыы В ро, Исследование многокомпонентных смесей органических соеди- 
ИНОКисл р нений, которыми являются ароматические вещества,— сложная 

ОТ рав | цества,— сложная 


ацию в рис : и комплексная задача. 
т В настоящее время практически отсутствует единая теория 
запаха. Трудоемкость задачи станет еще более понятной, если 


ыы учесть, что в большинстве натуральных продуктов вещества, об- 
рис ладающие специфическим запахом, присутствуют в ничтожно 
ичНо закрытой малых концентрациях: 0,01 % —0,0001 %. 

иях ацетилиру- При газохроматографическом изучении ‘аромата пищевых 
ункциональная продуктов перед исследователем встает целый ряд задач: 


1. Большое количество веществ в ароматическом комплексе, 
которые относятся к самым разнообразным классам органиче- 


деляемых ами т 
й ских соединений: кислоты, спирты, сложные эфиры, серосодер- 


| 
аммирован жащие соединения (амины), альдегиды, кетоны, эпоксиды, фе- 
3 не ны нолы, углеводороды и т. д. Одни из них являются естественными 
цистеии. т продуктами биологических процессов, другие возникают в ре- 
› ДВе К зультате технологической обработки продукта. При этом не все 
ОУ-1, Оу: компоненты играют существенную роль в формировании запаха. 
2. Большое разнообразие веществ внутри одного класса со- 
единений, присутствующих в пороговых концентрациях (10-8 г). 
3. Широкий диапазон температур кипения веществ аро- 
нительНо матического комплекса, начиная от газов и кончая соедине- 
сраВ  пссле ниями с температурой кипения 280—300° С. < 
нотИХ ышого 4. Невозможность получения исчерпывающен информации 
.38 бо аз о количественном составе компонентов запаха при существую 
сокой рыло щих методах анализа. = 
зы ЖХ АС), Естественным началом исследования природы запаха явл 
Г [в ется идентификация летучих компонентов природных веществ. 
оди" не Для идентификации компонентов запаха п 
тие о хроматографии, масс-спектрометрию, 
Я ю. 
Радой и ”. Газожидкостная хроматография дает возможность разде- 
у и лить сложную смесь на индивидуальные соединения и оно 
м ри Пи менно получить сведения для их идентификации. Чувствител 
бей ь 85 
60° пой 
ре 50" 
р, 





Зубы 


НОСТЬ газохроматографического метода с пламенно-иониза\ 
"АаЦИс 


ным детектором 0,01 у, в то время как для получения четко 
спектра в ИК-спектроскепии требуется не менее | Ме в 
а при ЯМР-спектроскопии — 10 Мг. Применение специально» 
накопителя позволяет уменьшить навеску исследуемого КОМО, 
нента до | мг, однако получение даже такого количества ИНДИ. 
видуального вещества представляет значительную трудность 

Сравнение чувствительности газохроматографического ме. 
тода с возможностями человеческого органа обоняния (носа) 
показало, что для некоторых соединений, например Меркаптанов 
искусственный детектор не выдерживает сравнения (табл. 5), 


ве 


Таблица 5 
Пределы чувствительности человеческого носа и хроматографа 
с пламенно-ионизационным детектором [248] 


Темпера- | Граница детектирования, 
тура р. р. т. 
кипения, 


АНИ 
с пид нос 
Е 


н-бутаналь 
Н-гексаналь . 
Ацетон пы 
Метилмеркаптан, 
Метилсалицилат. о Ват 
Ее 0,1.10—9 


Вещество в водном растворе 











Примечание. 


Для ванилина граница детектирования определялась в воз- 
духе, 


Как видно из табл. между чувстви- 


тельностью носа И уществует; в од- 


(меркаптан, ванилин), 

одной из причин, кото- 
количественных данных при анализе 
в. 

У метод газовой хроматографии наиболее широко 
используется в ХИМИИ аромата, рассмотрим особенности его 
применения. 

настоящее время определились два основных направ: 
ления при изучении аромата продукта: 
получение ароматограмм с целью дегустационной оценки 
качества продукта; 
анализ аромата и проведение детальной идентификации 
детектируемых компонентов. 
Для исследования аромата пищевых продуктов получил 
ранение анализ насыщенного пара над и 
продуктом, находящимся в закрытом сосуде,— метод «Неас 
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определ ялась в 803° 




















врасе>. Важными преимуществами этого метод 
стота подготовки пробы и «мягкие» условия е 
ключающие какие-либо изменения в соотнош 
тов запаха. 

аность метода в том, что либо продукт в закрытом со- 
суде выдерживают 2—3 ч при температуре 25—30° С, либо м 
делируют процесс «заварки» при температуре 90—95° С = 
это делают дегустаторы для таких продуктов, как чай [249] 
Затем шприцем отбирают 5—10 мл паровой фазы и хромато- 
графируют. Ароматограммы даже без детальной расшифровки 
могут применяться для характеристики качества исследуемых 
продуктов. 

Использование этого метода эффективно при анализе низко- 
кипящих компонентов ароматического комплекса. Такой метод 
применяют для изучения окислительных процессов при хране- 
нии жареных цыплят и появления постороннего привкуса, свя- 
занного с нарастанием н-гексанала [240], а также для оценки 
качества и установления сроков хранения кофе, какао, овощей 
и фруктов, мясных консервов. 

При анализе высококипящих компонентов необходимы спе- 
циальные методы их выделения и концентрирования. 

В настоящее время в основном практикуют три способа из- 
влечения компонентов аромата из пищевых продуктов: 

продувку инертным газом измельченной навески продукта 
(газовая экстракция); 

экстракцию легколетучими органическими растворителями; 

вакуумную дистилляцию летучих веществ с одновременным 
улавливанием компонентов в системе охлаждаемых ловушек. 


а являются про- 
е обработки, ис- 
ениях компонен- 


Газовая экстракция 


Этот метод чаще всего применяют при извлечении летучих ве- 
ществ из воздушно-сухих продуктов. Для этого используют раз- 
личные приборы и схемы анализа. 

При исследовании аромата хлеба [238] 500 г хлебных изде- 
лий измельчают и подогревают до 60°С в колбе емкостью 
5000 мл. Спустя час в течение 4 ч продувают азот со скоростьк 
3 л/ч. Летучие вещества, захваченные газом, проходят через 
вертикальный холодильник (конденсация паров воды) и хлор- 
кальциевые трубки в стеклянные трубки-ловушки с внутренним 
диаметром 6 мм, охлаждаемые жидким кислородом. В м ап- 
парате возможны потери летучих веществ за счет адсор ции на 
хлористом кальции, а также практически исключаются из 
анализа компоненты с температурой кипения выше 100°С, так 
как они будут конденсироваться в вертикальном холодильнике 
вместе с парами воды. 

Летучие компоненты жарен 
сухого или влажного инертного г 


оке 
ого кофе [239] выделяют в токе 
аза. Для этого 50 г кофейной 
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пыли помещают в стеклянную трубку, подогревают на во 
бане до 95°С и в течение 25 ч пропускают сухой или Влажны? 
азот со скоростью 90 мл/мин. Газовый поток с ароматическии 
веществами сначала охлаждают ледяной водой, затем в лову. 
ках, погруженных в смесь спирта и сухого льда. Применение 
увлажненного газа значительно повышает выход летучих те 
ществ. Выделенный концентрат ароматических веществ обла. 
дает острым запахом свежежаренного кофе, при комнатной 
температуре изменяется за несколько часов, при 20°С в 
сфере азота эти вещества сохраняются без изменений в те 
недели. 

Установлено, что при отгонке летучих веществ в токе инерт- 
ного газа У-образные ловушки, охлаждаемые жидким азотом 
или воздухом, не обеспечивают полной концентрации веществ, 
так как часть из них теряется в виде тумана. В связи с этим 
предложены различные конструкции ловушек, в которых туман 
разрушается под действием электрического поля, либо прово- 
дится накапливание летучих веществ в короткой колонке, за- 
полненной хроматографической насадкой и являющейся частью 
аналитической колонки хроматографа. Применение такой пред- 
колонки значительно увеличивает как число детектируемых 
компонентов, так и их концентраций в пробе. 

Этот метод выделения компонентов аромата нашел примене- 
ние при разработке приставки к хроматографу «Цвет-3» по 
АПЗ-методу (анализ пищевых запахов) — [12]. Температура 
отбора пробы при отгонке ароматических веществ обычно от 
37 до 75°С, скорость потока гелия 10 мл/мин, разделение ком- 
понентов ароматического комплекса проводится на капилляр- 
ных колонках длиной 50 м. Одним из недостатков такого метода 
является длительность выделения летучих веществ, возможные 


потери в виде тумана низкокипящих соединений в низкотемпе- 
ратурных ловушках. 


ДЯНой 


атмо- 
чение 


Экстракция органическими растворителями 


Для выделения ароматических компонентов в 0с0бо «мягких» 
условиях часто используют органические растворители. К рас- 
творителю, применяемому для экстракции, предъявляют сле- 
дующие обязательные требования: низкая температура кипе- 
ния; максимально возможная чистота; отсутствие химического 
взаимодействия растворителя с экстрагируемыми веществами 

В настоящее время наибольшее распространение получили 
пентан (температура кипения — 36,3°С), серный эфир (темпе- 
ратура кипения — 34°С) и хлористый этил (температура кипе- 
ния — 12°С). Модификация этого метода с использованием 
в качестве экстрактанта жидкого газа (СО?) под большим дав- 
лением [225] дает возможность избежать потерь наиболее лету- 
чих соединений. Однако, помимо общих недостатков экстракци- 
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онного метода, для этой методики характерна сложность тех- 
нического исполнения. : 

Экстракцию о применяют при анализе ароматиче- 
ских веществ жидких пищевых продуктов. Поскольку не суще- 
ствует универсального растворителя, в равной степени извлека- 
ющего различные ароматические вещества, используют набор 
растворителей, различающихся своей полярностью. Так, арома- 
тические вещества вин извлекают [226] серным эфиром, пента- 
ном, хлористым этилом, метиленхлоридом и смесью сжиженных 
углекислоты и пропана. 

Свойство пентана не извлекать спирт и воду было исполь- 
зовано [174] при экстракции сивушных масел коньячного 
спирта. Для максимального извлечения компонентов аромата 
применяли смесь серного эфира и пентана в соотношении 2:1 
или 1:1. Некоторые исследователи считают, что проведение эк- 
стракции в атмосфере инертного газа при комнатной темпера- 
туре практически полностью исключает возможность окисли- 
тельных процессов эфирных масел. 

При экстракции веществ из водных растворов рекоменду- 
ется применять специальные аппараты для работы с раство- 
рителями, которые легче воды. 

Методы экстракции широко используют для выделения ком- 
понентов аромата вин, соков и эссенций, мяса, молока, шоко- 
лада [121, 234, 245]. 

Основным недостатком метода экстракции является выделе- 
ние вместе с ароматическими веществами различных нелетучих 
компонентов (смолы, воски, пигменты, липиды и др.). Кроме 
того, при экстракции полностью извлекают не все группы ком- 
понентов, особенно при работе с водными растворами. Установ- 
лено [226], что коэффициенты распределения спиртов между 
водой и эфиром при экстракции водных растворов спиртов 
имеют следующие величины: метанол — 0,14; этанол — 0,26; 
н-пропанол — 1,80; н-бутанол — 7,70; изоамиловый спирт —— 19,00. 
При такой паре растворителей количественная экстракция ме- 
танола и этанола практически невозможна. 


Метод дистилляции 
Дистилляционные методы выделения компонентов аромата 
можно разделить на две основные группы: 
перегонка летучих веществ с водяным паром при обычном 
атмосферном давлении или В атмосфере инертного газа; 
вакуумная дистилляция. 
Перегонка с водяным пар 


существующих дистилляционных мет ь 
веществ. Таким методом удается выделить компоненты с тем 


пературой кипения до 300° С. Один из вариантов а для 
проведения паровой дистилляции представлен на рис. 


ом — наиболее простой из 
одов выделения летучих 
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Однако простота получения дистиллята осложняется 
факторов, которые в значительной степени снижают 
этого метода. При длительном воздействии ВЫСОКОЙ темп 
туры возможно вторичное образование значительных Кол 
летучих компонентов из нелетучих предшественников. Эт 
тверждается исследованиями меда, хмеля, чая. 

с паром летучих веществ хлеба образуется индо 
неприятным запахом [238]. ь 

Отрицательное воздействие высокой температуры и окисли. 
тельных процессов на компоненты ароматическог 
удается несколько уменьшить, барботируя греющу 
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Поэтому в некоторых случаях применяют вакуумную дистилля- 
цию воздушно-сухого или натурального продукта [2311 

С этой точки зрения представляет интерес работа по иссле- 
дованию аромата бананов. 150 г очищенного от кожицы про- 
дукта растирали с песком для возможно более полного разру- 
шения клеток. Измельченный образец помещали в литровую 
круглодонную колбу и погружали в баню с сухим льдом и эта- 
нолом до полного замораживания. Воздух из колбы вытеснялся 
азотом, колбу плотно закрывали и температуру образца подни- 
мали до комнатной, после чего проводили повторное заморажи- 
вание для окончательного разрушения клеток. Дистилляцию 
проводили при | Мм рт. ст., летучие вещества конденсировали 
в ловушках, охлаждаемых смесью сухого льда и спирта 
(—78°С). 

При вакуумной дистилляции удается полностью сохранить 
ароматические вещества, выделенные из растительных продук- 
тов при давлении 4 мм рт. ст. и температуре 20—30° С. 

В настоящее время предложено большое количество разно- 
образных охлаждаемых ловушек, например охлаждаемая рас- 
солом при температуре —18° С. 

Условием успешного проведения вакуумной дистилляции 
ароматических веществ является отсутствие в используемой ап- 
паратуре металлических деталей, которые приводят к разру- 
шению, например, таких веществ, как карбонильные соедине- 
ния. В специально проведенном опыте [245] на выходе из хо- 
лодильника помещалась металлическая сетка площадью 150 см?, 
изготовленная из различных материалов. При этом оказалось, 
что нержавеющая сталь разрушала карбонильные соединения 
на 0—725%, алюминий — на 3—34, медь — на 9—20, олово — на 
14—34, железо — на 18—45%. 

Применение низкотемпературных ловушек [195], охлаждае- 
мых до —60° С, в значительной степени исключает потери низко- 
кипящих компонентов. В то же время применение ловушек, ох- 
лажденных до —196°С, приводит к образованию тумана низко- 
кипящих компонентов, разрушить который удается, применяя 
ловушки с градиентом температуры либо используя целит в ка- 
честве наполнителя ловушек. 

При использовании методов адсорбции на древесном те 
потери веществ снижаются, однако получить адсорбент без 
следовых количеств примесей очень трудно. Выделение веществ 
путем их тепловой десорбции в паровой фазе не удается прове- 
сти количественно, а применение органических растворителей 
приводит к загрязнению образца. 

: АЕ оценка Различных методов выделения Е 
чих веществ [229] показала, что максимальное Беня: 8 
хроматограмме характерно для образца, м - НЕ: 
цией на активированном угле, по сравнению с а Од. 
ляцией и прямой экстракцией органическим раетвор : 
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Рис. 13. Аппарат для выделения ле- 
тучих веществ из высококипящих рас- 
творителей, жиров, масел: 

1— спираль из стеклянного стержня, плот- 
но прилегающая к стенкам; 2 — вход для 
нагревающей жидкости; 3 — секция пере- 
гонки под вакуумом 


известные ‚методики прямого ана 
вого продукта. Достоинства и не 


по сравнению с методом полного анализа летучих компонентов 
приведены ниже. 


На природу компонентов и количество окончательно аи 
Ффицируемых веществ влияют относительное содержание в пр 


дуктах белков, жи 
зическое состояние. 
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пСКольку 
побочных 


Деления 
И Вкус 
продукта, является КОНЦЕн. 
трирование экстракта, полу 
ченного тем или иным спосо, 
бом. Чаще всего концентри. 
рование проводят с помощью 
перегонки, вымораживания 
или адсорбции. Удаление рас 
творителя или  разбавителя 
проводят таким образом, что. 
бы не происходило чрезмер- 
ного перегрева веществ, под- 
лежащих — концентрированию. 

На рис. 13 показан аппа- 
рат, применяющийся для вы- 
деления летучих веществ из 
высококипящего растворителя, 

Разрабатываются методы 
вымораживания и — зонной 
плавки, которые считаются 
наиболее эффективными спо- 
собами концентрирования, так 
как позволяют избежать по- 
терь, загрязнения и образова- 
ния вторичных продуктов за 
счет побочных реакций. Од- 
нако использование этих ме- 
тодов осложняется техниче- 
скими трудностями, возникаю- 
щими при реализации подоб- 
ных установок. 

К методам анализа аро- 
мата пищевых продуктов, ко- 
торые не удается классифици- 
ровать как дистилляционные, 
относятся достаточно широко 


лиза пара над образцом пище- 
достатки этого метода анализа 


1- 
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При анализе аромата продукта сложного Хи 
става методом полного анализа летучих компонентов 

нении различных методов дистилляции и экстракции и приме- 
ленных этапах анализа возможны изменения ‘состава Е ое 
ческих веществ, которые практически не удается п ве 
или исключить. Появление атерфактов И Выелении Ва ее 
ата ароматических веществ можно установить органолевнице: 
ски [168]. Однако надежность такого метода весьма Нал 

Одним из способов преодоления этих трудностей ` является 
использование «мягких» условий обработки пробы, исключаю- 
щих разрушение образца и изменение природного соотношения 
летучих компонентов, которое часто и определяет специфиче- 
ский аромат того или иного продукта. Помимо этого, влияние 
химического состава и физического состояния продукта удается 
учесть, лишь используя метод «Пеа4 зрасе», который предпола- 
гает прямой анализ летучих компонентов, находящихся в паро- 
образном состоянии над поверхностью продукта. 

На примере исследования ряда продуктов установлено, что 
состав пара полностью обусловливается составом летучих ве- 
ществ самого продукта. При наличии детектора высокой чув- 
ствительности и хорошо воспроизводимых условий хроматогра- 
фического анализа удается получать точные результаты [233] 
для веществ, содержащихся в продукте в концентрации менее 
одной части на миллион. 

Наличие линейной зависимости высоты пиков паров веществ 
над водными растворами от их концентрации в растворах обна- 
ружено для спиртов, альдегидов, кетонов, эфиров и дисульфи- 
дов. Аналогичную зависимость для легколетучих компонентов 
чая обнаружил Викремасинге [249], которому удалось рассчи- 
тать концентрацию отдельных компонентов в мг на 100 г су- 
хого чая. 

Одним из недостатков этого метода являются затруднения 
анализа высококипящих компонентов, которые при температу- 
рах не более 100°С имеют довольно низкое парциальное дав- 
ление. В то же время несомненными преимуществами являются 
возможность автоматизации процесса отбора пробы и хромато- 
графирования, высокая воспроизводимость и, что особенно 
важно для качественной оценки пищевых продуктов, — соответ- 
ствие результатов хроматографического анализа данным дегу- 
стационной оценки качества вкуса и аромата продукта, чего 
нельзя в настоящее время сказать о большинстве прочих ме- 
тодов анализа аромата пищевых продуктов. 


мического со- 


Хроматографическое разделение 


ветственным этапом анализа веществ, 
является их хроматогра- 
идентификации 
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Не менее важным и от 
обусловливающих аромат продукта, ы 
фическое ‚разделение. При решении зада 
































отдельных компонентов ароматического комплекса либо 
изучении количественных изменений его отдельных КоМпо 
при хранении продукта неизменно основное условие — | 

ный выбор типа хроматографической колонки и 

процесса разделения. Поскольку концентрации 

в смеси могут отличаться друг от друга более чем 
необходимо также использовать детекторы с широким Л 
ным диапазоном (порядка 108). Причем детектор В. 
ствовать присутствие веществ в следовых количествах, а ко- 
лонки в то же время обладать способностью разделять пробы 
большого объема (часто встречающийся в практике хромато. 
графирования пример анализа микропримесей и следов лету. 
чих соединений). р 

Компоненты смеси бывают соединениями самой различной 
полярности, с самыми различными функциональными груп- 
пами. Поэтому за редким исключением удается добиться при- 
емлемого разделения, используя одну колонку. Во избежание 
наложения пиков чаще всего приходится проводить анализ на 
двух-трех колонках с жидкими фазами различной полярности. 

Так как попытки связать селективность жидкой фазы и ве 
разделяющую способность во многих случаях оказались безус- 
пешными, исследователи добиваются оптимального разделения 
подбором колонок на основе собственного опыта. 

Выбирая тип колонки, необходимо помнить, что капилляр- 
ные колонки имеют максимальную эффективность разделения. 

Обладая высокой эффективностью разделения, капиллярные 
колонки малого диаметра (0,2 мм) способны разделять лишь 
пробы малого объема (0,005 мг). А поскольку разделение обычно 
предшествует идентификации компонентов, которая требует 
значительных количеств индивидуальных компонентов, для уве- 
личения емкости колонки при сохранении ее высокой эффектив- 
ности разделения используют капиллярные колонки большого 
диаметра (0,7—1,0 мм) и большой длины (до нескольких сотен 
метров). Это позволяет увеличить количество пробы, вводимой 
в хроматограф, до | мг. 

Недостатком капиллярных колонок увеличенного диаметра 
является очень большое время выхода из них разделенных ве- 
ществ. Например, для элюирования из колонки длиной 350 м 
несорбирующегося газа требуется 30—45 мин [168] в зависи- 
мости от скорости газа-носителя. Следовательно, для регистра- 
ции полной хроматограммы _ может потребоваться несколько 
часов. 

Высокой разделительной способностью и значительной ем- 
костью обладают капиллярные колонки с жидкой фазой на но- 
сителе, микронасадочные колонки [224] и многоканальные ка- 
пиллярные колонки [235]. ты 

Колонки первого типа особенно эффективны, так как обла- 
дают диаметром 0,5 мм и длиной 16,5 м; они компактны, что 
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облегчает регулирование температуры 
теля. 

Аналогичную эффективность имеют насадоч: 
представляющие собой длинные (до 20 и т 
2,5 мм, заполненные однородным носител, 
нием жидкой фазы. 

Анализ с использованием насадочных колонок 
меньше времени, однако для этого не Е 
давление на входе (до 14 атм), что, в свою очередь, осложняет 
процесс введения пробы в колонку. Высокая скорость в них 
газа-носителя не дает возможности использовать эти колонки 
в системах хроматограф-масс-спектрометр. С помощью высоко- 
эффективных насадочных колонок при хроматографировании 
получают четкие пики, легко детектируются малые пики, с00т- 
ветствующие следовым примесям, и легко улавливаются комно- 
ненты для их дальнейшей идентификации. 

Однако, располагая хроматографической колонкой с высокой 
эффективностью разделения, нельзя даже надеяться, что удастся 
разделить полностью сложнейшую смесь органических соеди- 
нений, которыми являются ароматические комплексы большин- 
ства пищевых продуктов. Решая эту задачу, чаще всего исполь- 
зуют либо предварительное разделение на фракции с помощью 
хроматографирования на насадочных колонках повышенного 
диаметра (препаративный вариант), либо методы химического 
фракционирования. 

При анализе веществ аромата пищевых продуктов, исходя 
из реальных количеств проб, обычно используют для предвари: 
тельного разделения колонки диаметром 3,5 мм. Эти колонки 
просты в изготовлении, обеспечивают высокую эффективность 
разделения при соответствующей длине и главное — обладают 
достаточной емкостью для разделения проб порядка 1 мг. 

Так как разделительная способность колонки зависит в 0с- 
новном от природы неподвижной жидкой фазы, важным мо- 
ментом является правильный выбор подходящей жидкой фазы. 

Результаты исследования ароматических веществ некоторых 
пищевых продуктов показали, что полярные а 
В,В’-оксидипропионитрил и различные карбоваксы а. 
более эффективными по сравнению с неполярными апь а 
и силиконовыми маслами. Однако всегда для получения 

лонки с фазами 
симально возможного разделения используют ко 
и ароматических > 
мирования температуры колонки вызывает и интервале 
ращать внимание на вязкость жилко, ее фазе зависит от 
температур. Коэффициент диффузии в и эффективность ко- 
ее вязкости, что, в свою очередь, опреде азделения рекоменду- 
лонки, поэтому для получения лучшего разл" 
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Не менее важным свойством жидкой неподвижной фа 
является также ее температура кипения и термическая Стаб? 
ность. Она должна иметь минимальное давление паров при ы 
пературе опыта и температуру термической деструкции Много 
выше температуры анализа; в противном случае при сборе ое 
деленных веществ с целью их дальнейшей идентификации 
дельные фракции будут загрязнены парами фазы или продук. 
тами ее деструкции. | у 

Как уже отмечалось выше, широкий интервал температу 
кипения летучих компонентов аромата продуктов вызывает Не. 


обходимость проводить анализ при программировании темпера- 





Рис. 14. Сборники для улавливания разделенных компонентов 


туры. Имеются исчерпывающие работы [204] по теории и 
практике газовой хроматографии с программированием темпе- 
ратуры, поэтому лишь напомним, что наилучшие результаты 
дает программирование температуры со скоростью 1— 
3 град/мин, но не выше 5 град/мин. 

Варьируя температуру колонки в достаточно широком ин- 
тервале, можно проводить концентрирование компонентов 
пробы (особенно при анализе паров над продуктом) повторным 
введением пробы пара и ожидая выхода из колонки воздуха, 
разбавляющего смесь. 

После того как в начале колонки накопится достаточное ко- 
личество веществ, начинают программирование температуры, 
при этом смесь компонентов хорошо разделяется. 

Собирая отдельные Фракции после предварительного хрома- 
тографирования на насадочных колонках в охлаждаемых ло- 
вушках, некоторые виды которых представлены на рис. 14, 
в дальнейшем каждую отдельную фракцию подвергают повтор- 
ному хроматографированию на более эффективных колонках. 
Подобная схема анализа применялась при анализе эфирного 
масла зеленого чая. Примечательно, что препаративное ораВдСх 
ление проводилось на насадочной колонке, заполненной 23% 
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карбовакса-6000 на шималил "(60—80 
диаметром 3 мм и длиной 3 и. В ие) с внутренним 
ровалась от 70 до 190°С За а ра колонки программи- 
2 катарометр. - град[мин. Детектором 
и проведении повт‹ Е 
ных ъ Ей испо а хроматографирования выделен- 
р ользовались канпиллярны ЕЕ ь - 
150 м и внутренним диаметром 0,02 ес ре КОЛОНКИ: Диной 
покрыты силиконовым маслом ЗЕ.96. а были 
программировалась в режиме аналогично а а 
ционированию. В качестве детектора исполь ее о фрак: 
. Иде т АЯ 1 льзовался масс-спект- 
рометр. Идентификация компонентов проводилась с использо- 
ванием параметров хроматограмм, данных ИК- и МС-спектро- 
скопии с использованием спектров хроматографически т 
компонентов. Для описанного выше анализа, как и для боль- 
шинства исследований сложных смесей ароматических веществ, 
характерно проведение химического фракционирования на ос- 
новную, кислую и нейтральную фракции компонентов, что впо- 
следствии значительно облегчило газохроматографическое раз- 
деление этих компонентов. 

Рассмотренный выше пример довольно успешного использо- 
вания комбинированной системы хроматограф-масс-спектрометр 
иллюстрирует возможности такой системы при анализе аромата 
пищевых продуктов. В данном случае удалось впервые обнару- 
жить 12 компонентов и подтвердить присутствие 72 веществ, 
ранее идентифицированных в аромате зеленого чая. Однако 
не всегда удается добиться таких результатов, несмотря на, ка- 
залось бы, универсальность подобного подхода к решению за- 
дачи исследования летучих веществ пищевых продуктов. Это 
связано прежде всего с определенными недостатками комбина- 
ции капиллярного хроматографа с масс-спектрометром. 

Основными недостатками являются следующие: 

трудность воспроизведения капиллярной колонки, что вле- 
чет за собой нестабильность газохроматографических пара- 
метров; 

уменьшение 
счет разбавления; при этом 
ненты, присутствующие в незна 

предъявление очень высоки 
способности колонки. 

Однако в настоящее 








абсолютной концентрации веществ образца за 
исключаются из анализа компо- 
чительных количествах; : 
х требований к разделительной 


время не существует универсальной 
жидкой фазы, способной обеспечивать полное раеделение прак- 
тически любой смеси органических веществ. Это в зна чительной 
степени снижает возможности масс-спектрометра, поскольку о 
дает ценную информацию о строении веществ а 
ном разделении компонентов и идентичности масс-с р 


дартному. 
В связи с этим 
ний АН СССР была предпринята ус 


в Институте элементоорганических соедине- 
пешная попытка разработки 
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бесстандартных методов идентификации для различных К 
органических соединений, предварительно разделенных 
дами химического фракционирования [42]. 

Извлечение отдельных классов органических Веществ с по. 
мощью их устойчивых химических производных имест опреде. 
ленные преимущества: повышается относительная концентрация 
компонентов в пробе; уменьшается возможность наложения пи. 
ков на хроматограмме, так как анализу подвергаются соеди- 
нения с идентичными функциональными группами; исключа- 
ется взаимодействие с другими реакционноспособными соедине- 
НИЯМИ. 


ассов 
мето- 


Химическое фракционирование запахов 


При обработке концентрата запаха кислотами отделяются орга- 

нические основания, при промывании раствором Ма2СО; удаля- 

ются органические кислоты, слабым раствором щелочи извле- 

кают фенолы. Легколетучие сернистые соединения отделяют 

пропусканием через системы ловушек, заполненных различными 

поглотителями. Сероводород извлекается раствором ацетата 

свинца, меркаптаны поглощаются раствором цианистой ртути, 

моно- и дисульфиды осаждаются раствором сулемы. Карбониль- 

ные соединения выделяются в виде гидразонов с реактивом Жи- 

рара Т (триметилацетгидразидаммониумхлорид) или солянокис- 
нитрофенилгидразина. 

кция содержит спирты и сложные эфиры. 

се газохроматографический анализ, затем 

или расщепляют действием ГЛАН.. Кис- 

деляют, переводят в метиловые эфиры и хроматографи- 

руют. Оставшиеся спирты после отделения кислот хромато- 

графируют. Сравнение хроматограмм до и после расщепления 

сложных эфиров позволяет обнаружить спирты, которые нахо- 

ров. Определенные трудности возникают 

количественной регенерации летучих соедине- 

водных, однако, подбирая соответствующие ус- 

я обиться практически полной регенерации. 

При проведении идентификации компонентов аромата 
прежде всего необходимо располагать хорошо воспроизводи- 
МЫМИ газохроматографическими параметрами. Часто для оценки 
поведения вещества при хроматографировании используют от- 
носительное время удерживания, причем в этом случае пове- 
дение исследуемого вещества сравнивается с поведением веще- 
ства-стандарта в аналогичных условиях. 

Поскольку ароматические вещества — это смесь компонен- 
тов, кипящих в очень широком интервале температур, необхо- 
димо использовать большое количество стандартов, что очень 
усложняет задачу идентификации этих компонентов. Более 
удобным оказалось применение для этих целей индексов удер- 
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Таблица 6 




















Зависимость величины индекса удерживания от структуры анализируемого вещества 
Уравнения зависимости индекса от п Функциональная Уравнения зависимости индекса от п Функциональная 61 
и природы функциональной группы группа 61 и природы функциональной группы группа 
Пэг А.М 
Для первичных аминов [100 = Для ®-алкеналей [0 = 100 — 
= ИМ 2 
ИВ м. 1188. нс=соо 
^ 
Для м И = 100. +2 О 
{+ 586. аи тес 
`Н 
Для вторичных аминов ЭГ = В би, 
>. 100, — 330 Зин 330 Для а-алкеналей 112 = 100, —- 0 
и. ИЕ СЯ Е Го 951 
Г <н 
Для. третичных аминов р м 
= 85,200. м 200! Для метилкетона [4 = 100, -- 
я ат %=0 171 
А 
Для алкенов-1 /1й = 100 — 17 ъь = ед — 
о | р № И Для меркаптанов И = 103, - 291 а 29] 
о АЖ О 
-алк й а | у - 
Для н-алкеналей /2 = 100, -- 188 +9: 188 | Для сульфидов 138 = 97, ++ 297 А 297 























живания Ковача, которые имеют о _— Ронаводи мость. 
Индексы удерживания выражают еЕНиЕ зещаств В еди. 
ной шкале, за которую принимается гомологический ряд нор- 
: тлеводородов. 

о но метода идентификации лежат об- 
наруженные зависимости величин индексов удерживания от 
структуры исследуемого соединения: числа атомов углерода, Ко- 
личества функциональных групп, температуры кипения. Нали. 
чие такой закономерности дает возможность прогнозировать их 
газохроматографические параметры и в конечном итоге иденти. 
фицировать при отсутствии стандарта. ыы 

Схема анализа состоит в следующем. После получения кон- 
центрата летучих веществ продукта проводят выделение опре- 
деленного класса соединений. Для газохроматографического 
анализа этого класса соединений подбирается система из трех- 
четырех колонок с различной полярностью с целью исключения 
ошибок из-за наложения пиков на хроматограмме. Окончатель- 
ная идентификация проводится после расчета величин индексов 
и их зависимости от числа атомов углерода и температуры ки- 
пения. 

До последнего времени значительную сложность представ- 
ляло изучение аминов пищевых продуктов ввиду способности 
аминов сорбироваться на поверхности твердых носителей. По- 
этому для исключения такого явления носитель обрабатывается 
щелочью, с которой первичные и вторичные амины образуют 
водородные связи [43]. Оказалось, что при применении системы 
из четырех колонок с тристеарином, вазелиновым маслом с 9% 
КОН, твином-80 и ПЭГ-1000 можно найти зависимость вели- 
чины индекса от числа углеродных атомов для различных ами- 
нов (табл. 6). у 

Аналогичные уравнения найдены для смесей н-альдегидов, 
метилкетонов и о-ненасыщенных альдегидов. Для идентифи- 
кации смесей этих классов карбонильных соединений необхо- 
димо провести анализ на колонках с апьезоном-М, полиэтилен- 
гликольадипатом при 125°С и В,В’-оксидипропионнитрилом 
при 50° С. Идентификацию проводили, используя данные табл. 6. 

При изучении связи индексов удерживания со структурой 
компонентов обнаружена аддитивность вкладов различных 
функциональных групп. В табл. 6 показано влияние величины 
вкладов на величину индексов удерживания веществ различных 
функциональных групп на ПЭГ-1000, апьезон-М и $Е-50. 

Описанные выше методы идентификации относятся к изотер- 
мическим условиям анализа, однако оказалось возможным при- 
менение изотермических данных для идентификации компонен- 


тов в условиях программирования температуры, используя сле- 
дующую формулу: 
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ТВ - к 
где 1 — индекс исследуемого вещества при линейном про- 


граммировании температуры со скоростью В 
9! ы У т г? 
ь град!мин от начальной температуры 
Г * — изотермический индекс при температуре То; 
т. — время выхода вещества в режиме линейного про 
граммирования; 


юнки То; 
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Применение разработанных методов идентификации позво- 
лило обнаружить в составе летучих компонентов сыра 29 мо- 
нокарбонильных соединений. 

Помимо рассмотренных методов идентификации компонен- 
тов аромата, в настоящее время существует большое количество 
специальных доколоночных реакций, с помощью которых зна- 
чительно упрощается проведение расшифровки компонентов 
аромата. Методы газовой хроматографии, которые использу- 
ются при обработке компонентов пробы в непрерывном потоке 
перемещающегося газа-носителя, относятся к области реакци- 
онной газовой хроматографии. 

Доколоночные реакции можно классифицировать как общие 
реакции, применение которых возможно для широкого ряда 
соединений, и специфические, позволяющие определять только 
одну функциональную группу. 

В настоящее время методы реакционной хроматографии не 
нашли достаточно широкого распространения при анализе аро- 
мата пищевых продуктов. Однако в некоторых случаях (прямой 
анализ пара над продуктом) иные методы идентификации прак- 
тически оказываются непригодными, и это вызывает неообходи- 
мость использования методов реакционной газовой хромато- 
графии. 

Из уже разработанных доколоночных реакций достаточно 
широко известны реакции гидрирования и дегидрирования, о60- 
бенно успешно применяющиеся для выяснения строения угле- 
водородного вещества и обнаружения места расположения двой- 
ных связей методом озонолиза, а также методы вычитания, ко- 
торые позволяют проводить селективное удерживание одного 
или нескольких компонентов с определенными функциональ- 
ными группами. На хроматограмме вычитание проявляется 
в полном или частичном исчезновении некоторых пиков. 

Практическая реализация метода вычитания осуществляется 
введением в систему газового хроматографа реактора с сорбен- 
том, на поверхность которого нанесено вещество, селективно 
реагирующее с определенным классом органических соединении. 
Обычно это трубка из нержавеющей стали, длиной 15 см и внут- 
ренним диаметром 6 мм. Вычитание компонентов удобно про- 
водить при использовании двух параллельно включенных коло- 
нок, на выходе из одной расположен реактор (рис. 15). 
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Одной из причин, тормозящих широкое ее 

ющих реакторов, является недостаточная изученно 
таких реакторов на компоненты, которые этим ре 
читаются, а также роль соседних функциональн 
лекуле [140]. — 

В составе аромата пищевых продуктов довольно редко Встр. 
чаются нормальные углеводороды, ‘поэтому методы 
этого класса компонентов в данной книге не будут подробно 
рассматриваться. Однако необходимо отметить, что эти сое 
ния и олефины хорошо удаляются из сложных смесей 
лярным ситом 5А. 

Первичные и вторичные спирты селективно удерживаются 
борной кислотой, нанесенной на поверхность твердого носителя, 

Чаще прочих используется смесь одной весо. 
вой части борной кислоты и 50 весовых частей 
5% карбовакса-20М на анакроме-АВЗ, либо 
на подобном носителе. Установлено, что сте- 
пень вычитания не зависит от температуры в 
диапазоне 75—200°С и размера пробы в пре- 
делах 0,6—300. 10-6 г. 
Неразветвленные карбоновые кислоты ре- 
комендуется удерживать в микрореакторе 
Рис. 15. Петлеоб- с наполнителем из смеси одной весовой части 
т порошка окиси цинка и 10 весовых частей фос- 
с тания форной кислоты. В этом реакторе все кар- 


боновые кислоты вычитаются полностью, 
исключением кислот, 
в а-положении. Этот реактор спо 
на 50% и фенолы на 20%. 


жирных кислот из экстрактов сгущенного молока. 


Альдегиды, кетоны и эпоксиды, играющие значительную роль 


В формировании аромата многих пищевых продуктов, можно 
количественно вычитать, 


используя различные реакторы. Для 
выделения альдегидов и кетонов из смеси со спиртами и эпокси- 
дами [160] используется неподвижная фаза из диатомитового 
кирпича с карбоваксом-1000, пропитанным солянокислым гид- 
роксиламином и водным раствором едкого натра (6%). Альде- 
ГИДЫ и. кетоны, превращаясь в оксимы, удерживаются непо- 
ДВИЖНОЙ фазой, тогда как спирты и эпоксиды не взаимодей- 
ствуют с ней. 


НИЕ выч 
сть ВЛИ 
актором не 
ых Групи в 


ВЫчитания 


ДиИНе- 
молеку- 


за 
имеющих заместители 
собен «вычитать» также спирты 
Метод применялся при выделении 


качестве селективного 


к реагента на альдегиды и кетоны 
оыли использованы 0-ди 


анизидин и бензидин. Причем о-диани- 
зидин, нанесенный на носитель, позволял количественно удер- 
живать из смеси большое число самых разнообразных альде- 
ГИДОВ. Для предотвращения выделения паров о-дианизидина 
конечный участок колонки длиной 1,3 см был заполнен носите- 
лем без амина. Этот реактор не вычитал кетонов, за исключе- 
нием циклогексанона. 
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Петлеобразный реактор (диаметром 15 см) с 
из_ 20% бензидина на хромосорбе Р при теми 
175°С эффективно удерживает альдегиды, большинство кето- 
нов и эпоксиды. Эпоксиды можно успешно «вычитать» 5 ‹ 
форной кислоты на хромосорбе, однако 
гента не исключает возможности 
ров и некоторых альдегидов. 


наполнителем 
при температуре 100 


5$ фос- 
применение этого реа- 
вычитания бензиловых эфи- 





Метод ГЖХ нашел широкое распространение в исследова- 
нии пищевых продуктов. Применение его наиболее эффективно 
В сочетании с другими физико-химическими методами анализа. 
Так, при разделении сложных комплексов природных соедине- 
ний с широким диапазоном температур кипения хорошо зареко- 
мендовала себя комбинация газожидкостной хроматографии 
с тонкослойной. 


3.3. РАСПРЕДЕЛИТЕЛЬНАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ 
НА БУМАГЕ 


3.3.1. ОСНОВЫ МЕТОДА 


Бумажная хроматография является одним из видов ЖЖХ. Рас- 
пределение веществ, входящих в состав смеси, происходит 
между двумя жидкими фазами: подвижной и неподвижной. По- 
движной фазой обычно служат органические растворители. Не- 
подвижная фаза должна быть хорошим дифференциальным 
растворителем для хроматографируемых веществ и не должна 
растворяться или частично растворяться в подвижной фазе. 
Как правило, в качестве неподвижной фазы в бумажной хрома- 
тографии используют воду, удерживаемую волокнами специаль- 
ной фильтровальной бумаги, которая предназначена для хро- 
матографии. 

Разделение смесей большинства веществ (углеводов, амино- 
кислот, фенолов и др.) проводят в системе растворителей, со- 
стоящей из полярной неподвижной фазы и неполярной подвиж- 
ной фазы. При анализе сложных смесей водонерастворимых 
веществ (липоидов, жирных кислот, жирорастворимых витами- 
нов и др.) применяют метод «обращенных фаз», при котором 
подвижной фазой является полярная жидкость, а неподвиж- 
ной — неполярная. В этом случае бумагу импрегнируют (пропи- 
тывают) гидрофобными веществами, например растворами па- 
рафина или растительного масла. Импрегнированная бумага 
служит носителем липофильной фазы. 

При выполнении хроматографического исследования анали- 
зируемую смесь веществ (или их производных) в точно дозиро- 
ванном количестве с помощью калиброванной микропипетки 
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наносят в виде пятна или полоски по Возможности МИНИМаль 
площади на стартовую линию хроматографической б\ 
Чтобы исключить влияние диффузии в боковых нап 

не рекомендуется наносить вблизи пятна, а азли х. 
концентрацией веществ. Во избежание необратимой сорбции 
бумагой части растворенных ‘веществ смеси начальные п 
можно подсушивать только в токе холодного воздуха [211]. 

Бумага должна быть химически чистой. С ЭТОЙ Целью вв 
иногда приходится дополнительно обрабатывать различными 
реагентами, образующими комплексные соединения с неорга- 
ническими примесями бумаги, и затем тщательно промывать 
водой. 

Промышленность выпускает хроматографическую бумагу 
разной плотности, различающуюся по скорости движения рас- 
творителя в ней. Используемая в качестве носителя бумага 
должна быть приведена в соответствие с атмосферой хромато- 
бокса. Для этого перед пропусканием системы растворителей 
бумагу с нанесенными пятнами смесей анализируемых веществ 
в течение 10—14 4 выдерживают в камере, насыщенной парами 
растворителей. Надежная герметичность камеры и поддержание 
постоянной температуры в процессе хроматографирования 
также являются необходимыми условиями для получения хо- 
роших результатов. 

Метод бумажной хроматографии основан на распределении 
компонентов смеси между подвижной фазой и неподвижной, на- 
ходящейся на носителе (целлюлозе). По окончании насыщения 
краи бумажной полосы, возле которого нанесена смесь веществ, 
погружают в подвижный растворитель, насыщенный неподвиж- 
ной фазой. Подвижный растворитель движется по бумаге под 
влиянием капиллярных сил (восходящая и радиальная хрома- 


аа или гравитационных сил (нисходящая хромато- 
графия). 


Ятна 


мых веществ распредел 
или полос. Для лучше 
ния бумаги х 

собом о 


являют каким-либо ре 
При расшифровке 


хроматограммы учитывают положение пя- 
тен и их оптическую 


характеристику, сравнивая опытную хро- 
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а с полученной в тех же условиях хроматограммой 
«свидетелей» (химически чистых веществ) ее 
Положение каждого пятна характеризуют коэффициенте 
подвижности К; или Юх. Ю ) ние осо 
д ыы И, 1. Г определяется как отношение рассто- 
ЯНиИЯ, Н которое продвигается зона данного вещества, к рас- 


стоянию, на которое продвигается 


| фронт растворителя. Более 
стабильна величина К;, основанная на относительном располо- 


ааа отношением рассто- 
ре мена в к естВа к зоне продвижения 

1 р качестве которого выбирают ве- 
щество, всегда присутствующее в смеси и дающее на хромато- 
грамме наиболее четкое пятно. Количественное определение ве- 
ществ в зонах хроматограммы проводят одним из трех способов: 
фотометрическим определением оптической плотности элюатов: 
измерением площади пятен; прямым денситометрическим опре- 
делением вещества на хроматограмме. 

При полуколичественной оценке визуально срав- 
нивают по интенсивности пятна веществ на опытной и стандарт- 
ной хроматограммах. Точность этого метода колеблется от =15 
до =50% [158]. 

Метод измерения площади пятна основан на том, 
что при определенных условиях, в частности при нанесении на 
стартовую линию в виде маленьких пятнышек одинаковых объе- 
мов растворов веществ, площади получающихся на хромато- 
грамме пятен пропорциональны логарифмам концентраций ве- 
ществ в каждом пятне. Точность метода =5—10% при резкой 
очерченности пятен. Если пятна диффузные, то целесообразно 
получить фотокопию на контрастной бумаге. 


Более точен метод денситометрии, при котором хро- 
матограмму сканируют лучом монохроматического света и долю 
отраженной или прошедшей через пятно лучистой энергии оп- 
ределяют фотометрией. Максимальная оптическая плотность 
пятна пропорциональна логарифму концентрации вещества 
в зоне. Если пятна не перекрываются и имеют круглую или 
элипсоидную форму, то методом измерения интенсивности окра- 
ски пятна можно определять концентрацию вещества с точно- 
стью +1—24 [211 

Наиболее распространен в количественной хроматографии 
метод элюирования, при котором достигается точность 
в пределах -=1%. При этом способе пятна вырезают, вещества 
элюируют и определяют концентрацию их чаще всего по опти- 
ческой плотности растворов, измеряемой фотоэлектроколори- 
метрическим способом. Контрольным раствором должен слу- 
жить не чистый растворитель, а элюат со свободного участка 
бумаги, ближайшего к исследуемой зоне. Так как окрашенные 
производные многих веществ обычно неустойчивы, фотометри- 
рование следует проводить быстро. Нельзя допускать попада- 
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ния волокон бумаги в элюат. По оптической плотности раство. 
ров с помощью калибровочных графиков определяют КОНЦентра. 
цию исследуемых веществ в элюатах, а Затем, учитывая Все 
разбавления по ходу работы, рассчитывают содержание Веществ 
в продукте. 

Метод распределительной хроматографии на бумаге широко 
применяется при исследовании фенолов, аминокислот, Углево. 
дов пищевых продуктов [116, 206], используется для разделе. 
ния органических кислот, образующихся при превращениях уг. 
леводов [138], для исследования растительных пигментов 221, 
222, 223], высших спиртов [72], альдегидов [199], сложных эфи- 
ров [191], для определения хлорорганических остатков (ДДТ 
и др.) в продуктах животного [137] и растительного [105, 139] 


происхождения. 


3.3.2. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ФЕНОЛЬНОГО СОСТАВА 
КОПЧЕНЫХ ПРОДУКТОВ 


Фенольные вещества играют определяющую роль в образовании 
вкусовых и ароматических свойств копченых продуктов. При 
копчении происходит хемосорбция фенолов тканями рыбы или 
мяса, и фенольные компоненты дыма или коПтТильЬной Жидкости 
переходят в слабосвязанное или прочносвязанное состояние 
с веществами, входящими в состав пищевого продукта. Специ- 
фические «копченые» вкус и аромат обусловлены присутствием 
в продуктах слабосвязанных фенолов, называемых также ле- 
тучими. Определение прочносвязанных фенольных компонентов 
более длительно, т тограммах проявляются 
лишь четыре-пять роды. 
При исследова 
фенолы из навеску 
сей кислотного и ней х ‚ используя хорошую 
ире и способность их об- 


двергают разделе- 

" хроматографии. Диазосульфофенолы 

аются по окраске и Д,; это облегчает идентификацию ве- 

ществ. Для количественного определения фенолов окрашенные 

пятна их производных вырезают, измеряют оптическую плот- 

ность водных элюатов и по калибровочным графикам, построен- 

НЫМ для каж ла в отдельности, находят концентрацию 

фено формулам вычисляют содер- 
в продукте. 

Методика определения [218, 173]. К навеске измельченного 
продукта 100—200 г, содержащей 2—5 мг фенолов, приливают 
10 мл 10%-ной Н.$0,, 100 мл дистиллированной воды и отго- 
няют фенолы с паром на кипящей насыщенной солевой бане. 
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Собирают 400 мл дистиллята, 
10%-ного раствора НС!, переме 
экстрагируют фенолы этиловым 
приливая по 75 мл эфира и 
50—60 раз. 

После третьей экстракции остаток не должен содержать фе- 
нольных веществ, полноту выделения которых проверяют по 
реакции с реактивом Гиббса. К | мл остатка добавляют 0,5 мл 
о буферного раствора с рН 9,2 и несколько капель 
1%-ного спиртового раствора 2,6-дихлорхинонхлоримида или 
2,6-дибромхинонхлоримида. В присутствии фенолов появляется 
синее окрашивание. Полноту выделения фенолов можно прове- 
рить также по реакции с 4-аминоантипирином, приливая к | мл 
остатка 1 мл буферного раствора с рН 10,5 (5%-ный раствор 
МН4(]), 1 мл 8%-ного раствора КзЕе (С№з и несколько капель 
24$-ного водного раствора 4-аминоантипирина. В присутствии 
фенолов появляется красное окрашивание. 

К эфирной вытяжке приливают 25 мл 10%-ного раствора 
НС! и промывают, энергично встряхивая, в делительной воронке. 
Затем концентрируют в аппарате Сокслета до объема около 
50 мл и в три-четыре приема обрабатывают в делительной во- 
ронке 5%-ным раствором МаОН, приливая каждый раз по 30 мл 
раствора щелочи. Первые порции щелочных растворов феноля- 
тов окрашены. Последняя порция должна быть бесцветной. Рас- 
творы фенолятов натрия объединяют и по каплям нейтрализуют 
концентрированной НС! до кислой реакции по лакмусу. При 
этом феноляты натрия разрушаются. й 

Нагревшийся раствор охлаждают до комнатной температуры. 
Фенолы экстрагируют этиловым эфиром, проверяя полноту выде- 
ления указанными выше способами. Эфирные вытяжки объеди- 
няют и добавляют безводный Ма250О. (по 5 г на каждые 100 мл 
эфирного раствора), оставляют на 6—8 часов для обезвожива- 
ния, затем фильтруют через бумажный фильтр, промывая фильтр 
эфиром. 

" о фенолов в эфире концентрируют до объема А. мл 
и непосредственно перед хроматографированием сочетают 
с ДСК, приливая точно 0,25 или 0,5 мл ее 
2%-ного раствора ДСК в 5%-ном растворе Ма“ о И 
азосульфофенолов наносят на хроматографическую а . 
либрованными микропипетками в виде щелочного раствора. 
Общее содержание фенолов в смеси, наносимои одним о 
на бумагу, до А 0,4—0,6 мг, а количество отдел 
[Е о 50 мкг. ь 
о Зы 9 г химически чистой сульфаниловой 
кислоты растворяют в 30 мл воды и добавляют при помешива- 
ь у Ма2СОз до полного 
нии несколько капель 10%-ного раствора \а2--з 
растворения кислоты. Реактивный сосуд помещают в и 
бавляют 1 г МаМО»› и смесь подкисляют концентриро 


107 


добавляют 20 г МаС]. 50 мл 
шивают и в три-четыре приема 
эфиром в делительной воронке, 
энергично встряхивая воронку по 




















НС! до кислой реакции по метилоранжу. 
белый осадок ДСК отсасывают на ворон 
И быстро промывают небольшим Леля. 
ной дистиллированной во мают между 
листами фильтровально подсушивают На 
воздухе и зрывоопасна! 
Исполь атографии бумагу марки 
«Б» Ленин ой фабрики предваритель. 
погружая на несколько се: 
а затем высушивая. 
разделение окрашенных про- 
лов проводят при Нисходящем движе. 
НИИ ПОДВИЖНОГО растворителя, которым служит ме- 
тилэтилкетон, насыщенный водой. Метилэтилкетон 





Рис. 16. Хроматограмма фенольного состава (фракции летучих 
веществ) рыбы (р) и заливки (м) консервов «Шпроты в масле» 


[119] 


1— пирокатехин и его производные; 2— метиловые эфиры пирогаллола 

и его гомологов; 8 — гваякол; 4 — карболовая кислота; 5 —м- и о-крезолы; 

6— метилгваякол; 7 — п-ксиленол; 8— м-ксиленол; 9— В-нафтол; 10— 
п-крезол; 11— о-ксиленол; 12—16 — неидентифицированные фенолы 


Ти энергично встряхивают 
жидкостей водную фазу ис- 
кса, в который на 10—14 ча- 
несенными в виде пятнышек 

азопроизводными фенолов, выделенных из продукта, и химически 
чистых фенолов-«свидетелей». Хорошие результаты получаются 
при  троекратном пропускании подвижного растворителя 
и при использовании полосок бумаги длиной 45—50 см 
(рис. 16). 


Концентрацию 

ибровочным графикам, 

которые строят отдельно для каждого фенола-«свидетеля» по 
элюатам азопроизводных химически чистых фенолов. 
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Таблица 7 
Характеристика диазосульфопроизводных фенолов 
К, 
Фенолы | ы 
по гвая- в 
колу 
й ее К 
———— ОЕ 
Пирокатехин и его производные. ....|0,2—0,4 | Красновато-коричне- 
| вая 
Метиловые эфиры пирогаллола и его го- 
_ мологов . уе с | 0,4—0,6 | Малиновая 
Гваякол (метиловый эфир пирокатехина) 1,0 Оранжево-розовая 
Фенол (карболовая кислота, оксибензол) | 2,0—2,5 | Лимонно-желтая 
м-крезол и о-крезол (окситолуол) 3,0—3,6 | Охристая 
Метилгваякол (креозол). ....... 4,0—4,4 | Винно-красная 
п-ксиленол (2,5-диметил, 1-оксибензол). 4,6—4,9 | Охристо-розовая 
м-ксиленол (3,4-диметил, 1-оксибензол) 5,0—5,2 | Желтая 
В-нафтол НЫ р, | 5,6—5,8 | Кирпично-красная 
п-крезол (окситолуол). ое соа Е 5,8—6,0 | Розово-желтая 
о-ксиленол (3,4-диметил, 1-оксибензол). 6,0—6,2 | Кирпично-красная 
Количество фенолов в продуктах питания рассчитывают 
в единицах оптической плотности элюатов для стандартных ус- 
ловий опыта и в мкг% для идентифицированных фенолов. На- 


пример: навеска продукта 100 г; все количество фенола, выде- 
ленное из навески, в виде диазопроизводного растворено в 10 мл 
элюата; оптическая плотность элюата определена с использо- 
ванием кюветы, имеющей расстояние между рабочими гра- 
нями 10 мм. 

Содержание фенолов в единицах оптической плотности элю- 
атов определяют по формуле 


_ с.В.100 (33) 


где с — оптическая плотность элюата; 
В — общий объем щелочного раствора диазосульфофено- 


лов, мл; 
Ь — объем раствора диазосульфофенолов, нанесенного на 
хроматографическую бумагу для разделения, мл; 


р — навеска продукта, г. 

Содержание фенолов в мкг рассчитывают по формуле 
.у.В-100 

И В. (34) 


А, 


где а— концентрация фенола в элюате, найденная по калиб- 
ровочному графику, мкг/мл; 
У — объем элюата, м/; 
В, бир— то же, что и в формуле 33. 


® 


109 











3.3.3. ОПРЕДЕЛЕНИЕ САХАРОВ 


Сахара экстрагируют из продукта водой или ЭТИловым 
том, тщательно отделяют примеси. Для очистки ВЫТяжек 
использовать сефадекс [144]. 

Хроматографическое разделение сахаров на бумаге прово. 
дят любым известным способом. При нисходящей одномерной 
хроматографии моносахаридов и олигосахаридов Рекомендуют 
систему растворителей н-бутанол-уксусная кислота-вода во. 
отношении 4:1:5 [138], при восходящей хроматографии приме. 
няют смесь н-бутанол-этанол-вода в соотношении 40:11:19 
[144]. Хорошие результаты получаются при разделении сахаров 
с использованием системы этилацетат-уксусная кислота-вода 
$9: 2:2). 

Для более четкого разделения сахаров проводят двухмерную 
хроматографию, при которой в одном направлении пропускают 
систему н-бутанол-пиридин-вода (9215) аъ другом — фе- 
нол, насыщенный водой [237], Разделение глюкозы, фруктозы 
и сахарозы хорошо происходит при использовании двух систем 
растворителей: бензол-н-бутанол-пиридин-вода 1:5:8:3) и 
амиловый спирт-пиридин-вода ЕО 

ля качественного и количественного определения сахаров 
высушенные хроматограммы обрабатывают растворами про- 
явителей. Альдозы проявляют анилинфталатным или анилин- 
дифениламинофосфатным реактивом, кетозы — раствором мо- 
чевины. Количество сахаров обычно рассчитывают по оптиче- 
ской плотности элюатов, используя калибровочные графики, 
построенные отдельно для каждого сахара. Применяют также 
денситометрический метод. Методики определения сахаров „пи- 
щевых продуктов способом бумажной хроматографии подробно 

47] 


пир. 
МОЖНО 


Выделение свободных аминокислот и получение а 
гидролизатов пищевых продуктов изложены на стр. 152, — 
ля разделения аминокислот обычно применяют ры 
хроматографическую бумагу марки «М» или импортную м 
ватман марок 1, 9, 3, ЗММ. Так как бумага ть 
примеси, В частности ИОНЫ тяжелых металлов, а 
соли с аминокислотами, перед использованием в хроматогрг 
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ения сахаров 
ворами про- 
или анилин- 
створом мо 
г по оптиче: 
ые графики, 
НЯЮТ также 
сахаров 1! 
и подробно 














ческом анализе бумагу рек 
1 екомендуется та’ у 
Е 1 пропитать 0,02% -ны: 
ты ра > а подкисленным уксусной НС о 
р ню» нисходящим способом ПОДИ. 
1 лного удалег 5 КОМ! << . 
оксихинолина с металлам Удаления темных комплексов 8- 


‚ Исследуемый раствор, содержащий по нескольку мкг каж- 
дои аминокислоты, наносят на бумагу в вил я 
ь - де пятнышек или 
ПИВИХОВ и по 2,0—2,5 см. Рядом на этот же лист бумаги 
и ие Воры стандартных аминокислот. Для опре- 
Ее ое теяЯ ичети а ее при использовании в ка- 
м Е. атина содержание аминокислот в смеси, 
наносимои на бумагу, должно быть выше в 2—3 раза. Стандарт- 
ные аминокислоты наносят на бумагу в виде смесей, каждая из 
которых содержит по 5—7 веществ. Например: лейцин --тиро- 
зин-- треонин -- аспарагиновая кислота -- лизин-- цистеин; трип- 
тофан-- пролин + валин + аланин-+ глицин + аргинин + орнитин 
фенилаланин - метионин + глутаминовая кислота - серин- гисти- 
дин-- цистин. При составлении смесей стандартных аминокислот 
учитывают степень разбавления растворов для расчета концен- 
трации каждой аминокислоты в смеси. 

В целях более быстрой и точной идентификации аминокис- 
лот целесообразно ставить одновременно несколько дубликатов 
хроматограмм с разным количеством исследуемой смеси амино- 
кислот, а также применяя различное время разгона аминокис- 
лот и разные проявители: нингидрин и изатин. Благодаря 
высокой чувствительности нингидрин (трикетогидриндегидрат) 
позволяет открывать незначительные количества аминокислот 
в объектах исследования. Продукты реакции изатина и амино- 
кислот имеют неодинаковую окраску, позволяющую безоши- 
бочно идентифицировать аминокислоты. - 

Разделение. аминокислот можно проводить одномерной хро- 
матографией восходящим или нисходящим способами, но при 
нисходящей хроматографии не всегда получаются достаточно 
четкие пятна. Подвижным растворителем при одномерной хро- 
матографии служит верхний слой смеси н-бутанол-ледяная 
уксусная кислота-вода (4:1:5). Для разделения быстро дви- 
гающихся аминокислот (лейцина, фенилаланина, триптофана, 
метионина, валина, тирозина) достаточно 2—3-кратного подъ- 
ема растворителя. Чтобы лучше АВИА м 
средней и малой подвижностью, можно 0—7 раз пропуске 

: ь 

р . хроматографии иОоЬЗУЮт две сиетены 
й мер в одном направлении — фенол, насы 

растворителей, например “уксусную кислоту-воду 

щенный водой, в другом — н-бутанол а можно до- 

(4:1:5). Более четкого а ги [112] 

биться применением забуференно" сонат растворами 

Высушенные ее ивгидрина в ацетоне и 
проявителей: 0,2$ф-ным раствор ие 
















































1,0%-ным раствором изатина в Е с добавлением 4 
я йк т на каждые 100 мл раствора. 
уксуснои кислоты ЕЕ оматограмме 

При обработке нингидрином Е хро! т рамме проявдя. 
ются сиреневые пятна я ирина 
(ДИДА). Пролин окрашивается в желтый ее краска ПЯТен 
развивается медленно и достигает наибольшей интенсивности 
при комнатной температуре через 10—16 часов. При 100°С 
окраска развивается быстро, но пятна становятся дифФузными, 
а фон розовым. После идентификации аминокислот хромато. 
грамму закрепляют путем смачивания раствором азотнокислой 
меди (смешивают | мл насыщенного водного раствора реак. 
тива и 100 мл ацетона). При этом пятна приобретают оран- 
жево-красную окраску вследствие образования медных произ- 
водных ДИДА. 

При обработке изатином на хроматограмме быстро прояв- 
ляется ярко-синее пятно пролина. Для обнаружения других 
аминокислот х 0 мин при 90— 

Е различной окра- 

т проверить пра- 
тограмму можно 
20%-ным раство- 


Мл 


пятна изменяют окр 
расного пятна. 
лот в объектах исследования опреде- 
окраски продуктов реакции их с нин- 
реакции ДИДА с ионами меди, кад- 
ных производных ДИДА элюируют 
—2 ч в темном месте 
плотность элюатов при 490 ил. Конт- 
жит элюат из чистых участков этой же 


ество каждой аминокислоты (в мг%) 
рмуле 


и Енсп Сс. А 100 
О НЬ 
Ест-а-р 


, (35) 


где Епсп — оптическая Плотность элюата испытуемой аминокис- 


ст — оптическая Плотность элюата стандартной амино- 
кислоты; 


а— нанесенный на хроматограмму объем раствора смеси 
испытуемых аминокислот, мл: 
р навеска продукта, г. 
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3.4. ТОНКОСЛОЙНАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ (ТСХ) 
3.41. ОСНОВЫ МЕТОДА 


Принцип метода 


С точки зрения методических особенностей эксперимента ТСХ 
является наиболее простым методом хроматографии, сочетаю- 
щим такие качества, как универсальность, высокая чувствитель- 
ность, быстрота и простота выполнения анализа. Благодаря 
этим качествам, а также несложности оборудования, нагляд- 
ности, четкому разделению веществ и надежности их идентифи- 
кации метод ТСХ открывает широкие возможности для анализа 
пищевых продуктов. 

Началом метода была работа советских исследователей 
Н. А. Измайловой и М. С. Шрайбера, которые еще в 1938 г. 
описывали принцип ТСХ на стеклянных пластинках, покрытых 
тонким слоем алюминия (впервые разделив алкалоиды лекар- 
ственных растений). Но систематическое внедрение этого ана- 
литического метода является заслугой немецкого ученого 
Э. Шталя, который заложил основу современной ТСХ и дал 
математическое обоснование этому методу [205]. Начиная 
с 1958 г. ТСХ развивалась очень быстро. За короткое время 
ТСХ вошла в практику современных аналитических лаборато- 
рий. Этим методом исследуют липиды, глюциды, аминокислоты, 
нуклеотиды, сахара, фенолы, гормоны, витамины, алкалоиды и 
другие соединения. 

Вопросы теории ТСХ и техники работы изложены в ряде 
монографий и работ [15, 36, 162, 205]. 

ТСХ можно рассматривать как разновидность метода бу- 
мажной хроматографии. Вместо свободно свисающих полос бу- 
маги используют стеклянные пластинки, на которые тонким 
слоем наносят подходящий сорбент. На такой слой (так же как 
на бумагу в бумажной хроматографии) на стартовую линию 
наносят анализируемую смесь веществ, а край пластинки ниже 
стартовой линии погружают в систему растворителей. По мере 
продвижения жидкости по пластинке происходит разделение 
смеси веществ благодаря действию сил. адсорбции, распределе- 
ния, ионообмена или совокупности действия всех перечислен- 


ных факторов. 


Сорбенты для ТСХ 

ТСХ применяют главным образом следую- 
ения липофильных веществ — сили- 
ацетилированную целлюлозу, поли- 
гидрофильных веществ — целлюлозу, 
кизельгур, полиамиды и Др. [126]. 
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В настоящее время в 
щие сорбенты: для раздел 
кагель, окись алюминия, 

амиды; для разделения 
ионообменники целлюлозные, 








Силикагель наиболее часто используют В ТСХ как сор. 
бент, обладающий высокой емкостью и хорошей разделяющей 
способностью, имеющий широкий диапазон применения (прак. 
тически все классы соединений можно разделить На нем 
К тому же силикагель инертен по отношению к наиболее Не. 
устойчивым веществам, что обеспечивает его стабильность 
в различных препаратах, а хорошая адгезия его к СТеклу дает 
возможность получать тонкие, ровные и механически прочные 
слои. 

Большинство силикагелей, используемых для ТСХ, класси. 
фицируются как крупнопористые. 

Силикагель адсорбирует ненасыщенные, ароматические или 
полярные молекулы благодаря образованию водородных связей, 
Двойные связи углерод-углерод на силикагеле адсорбируются 
слабее, чем на других полярных адсорбентах. Поэтому арома- 
тические углеводороды и соединения, отличающиеся только по 
относительной степени ненасыщенности, лучше разделяются на 
других полярных адсорбентах. Поэтому ароматические углево- 
дороды и соединения, отличающиеся только по относительной 
степени ненасыщенности, лучше разделяются на других поляр- 
ных адсорбентах, например окиси алюминия. 

Хорошие результаты получают с силикагелем марки КСК 
(воскресенского и башкирского заводов), размолотым и про- 
сеянным через сито 150—900 меш (величина отверстия сита 
соответственно 0,10 или 0,07 мм), отмытым (в случае необхо- 
димости) от примесей железа. 

Один из способов подготовки силикагеля КСК как адсор- 
бента для ТСХ заключается в следующем [33]. Силикатель КСК 
размалывают в шаровой мельнице в течение 6 и. Для этого 
в барабан, содержащий 250 фарфоровых шаров, засыпают 400г 
гранулированного силикагеля и добавляют 200 мл дистиллиро- 
ванной воды для меньшего пыления. После окончания размалы- 
вания содержимое барабана переносят на алюминиевое сито 
№ 10 и встряхиванием вручную отделяют фарфоровые шары. 
Размолотый силикагель помещают на капроновое сито № Ь 
снизу к нему присоединяют капроновое сито № 43. Собранный 
комплект сит с поддоном и крышкой ставят на качалку на 
30 мин для отсеивания цельных гранул и обломков силикагеля. 
Сорбент, собравшийся в поддоне, переносят на капроновое 
сито № 73, снизу присоединяют капроновое сито № 76, поддон 
закрывают крышкой и устанавливают для просеивания в стойки 
вибратора на 75 мин, что обеспечивает максимальный выход 
фракции (183—195 меш). 

Сорбент, который находится между ситами № 73 и 76 (183— 
195 меш), собирают и хранят в склянке с притертой проб- 
кой. к. ы 

Для ТСХ часто необходим сорбент, который не содержал бы 
римесей тяжелых металлов и органических веществ. Так, при- 
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меси железа в силикагеле могут катализн] 
ных кислот, производить изомеризацию некоторых органических 
соединении. Примеси железа можно удалить кипячением сили- 
кагеля с соляной кислотой в колбе с обратным холодильником 
или в аппарате Сокслета. Часто силикагель кипятят с концент- 
рированной НС в колбе с обратным холодильником в течение 
2 ч, меняя кислоту каждые 30 мин. Кислоту декантируют, сили- 
кагель отмывают на стеклянном фильтре № 2 от ионов С! 3,5 л 
дистиллированной воды, промывают 600 мл метанола и 600 мл 
серного эфира. Пары растворителей из силикагеля удаляют 
В ВЫТЯЖНОМ шкафу. Затем силикагель помещают на стекло 
слоем | см и сушат в термостате при 110°С в течение 9 ч для 
стандартизации содержащейся в нем воды. Чистый силикагель 
хранят в склянке с притертой пробкой до использования. 

Работу можно проводить с силикагелем других марок, спе- 
циально приготовленным для ТСХ. Получил распространение 
силикагель следующих марок: с добавкой гипса —13—@ 
(ФРГ), Н (ФРГ), 15$ 5/40 (ЧССР), с люминесцентным индика- 
тором — 11.2 5/40 (ЧССР), СЕ, без добавок к сорбенту — 
Мегск (ФРГ), \оейт (ФРГ) — [126]. 

Хроматографические свойства силикагеля изменяются в ши- 
роких пределах в зависимости от метода его получения и по- 
следующей термической обработки. 

Окись алюминия после силикагеля является наиболее 
распространенным адсорбентом. Как и силикагель, это поляр- 
ный адсорбент, и порядок элюирования разделенных веществ на 
этих двух сорбентах в общем одинаков. Свойства этого сорбента 
можно изменять соответствующим подбором растворителей и 
добавлением определенных веществ, что позволяет использовать 
его для разделения ‘различных соединений. Окись алюминия 
может выполнять роль адсорбента и ионообменника (щелочная 
окись алюминия является катионообменником, а окись алюми- 
ния, обработанная кислотой, — анионообменником). 

Активность окиси алюминия зависит от ее влагосодержания, 
что имеет практическое значение для хроматографии, так как, 
увлажняя наиболее активную форму окиси алюминия различ- 
ным количеством воды, можно получить набор адсорбентов 
с различной емкостью. При нагревании гидратированной, окиси 
алюминия до 300—400°С большая часть адсорбированной воды 
удаляется. Такая окись алюминия обладает наибольшей адсорб- 
ционной активностью и обозначается по Брокману как окись 
алюминия [. Для получения сорбента нужной активности В 
ПТ, [У, У) к окиси алюминия Т (обезвоженный ми до ея 
ляют соответствующее количество воды (3, 6, и ры а 
встряхивают в банке с т и - пробкой вт 
5— ют на 6—6 часов. 

п На является полярным а 
ного характера, наиболее применимым для разделения щ } 


ровать окисление жир- 
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которые различаются только по степени ненасыщенност 
ядерных ароматических соединений. Е 

Кизельгур рекомендуется для разделения полярных ве. 
ществ. Он выполняет главным образом роль носителя при ра. 
боте распределительным методом. 

В ТСХ используются модифицированные Сорбенть, 
которые получают путем пропитки адсорбента материалом, об, 
разующим комплексы со специфичными органическими функци. 
ональными группами. Пропитанный нитратом серебра силика. 
гель применяют для разделения ненасыщенных соединений, 
поскольку они способны образовывать с ионами серебра л-ко 
лексы, менее подвижные, чем насыщенные соединения того же 
класса [6, 176]. 

Широко используются различные целлюлозы [178]. По- 
рошкообразную целлюлоз лаборатории из 
хроматографической бума 
кусочки по 5—8 мм, 

20 ч 


ПОЛИ 


МП- 


в течение 18— 
ю 1 л, приливают 500 мл 


около 50—70 г пор 
В ТСХ находя 
рошки, ионооб 
нейшие свойства 
производящих) ра 


лиамидные по- 
сефадексы и др. Важ- 
анием марок и фирм, их 
туре [126]. 
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случаях, когда смесь состоит из растворителей с сильно разли- 
чающимися полярностями. 

«Краевой эффект» выражается в искривлении фронта рас- 
творителя. Он является. результатом неравномерного испарения 
растворителя с середины пластинки и ее краев. Поэтому А; со- 
единений уменьшается от середины к краям пластинки. › 

Выбор растворителя, как правило, производится эмпири- 
чески с учетом полярности разделяемых компонентов и поляр- 
НОСТИ растворителей. Отправной точкой для оценки полярности 
растворителей может служить элюотропный ряд Шталя, состав- 
ленный на основании элюирующей способности растворителя. 
Так, в адсорбционной ТСХ можно использовать, например, 
следующий ряд, в котором растворители расположены в по- 
рядке возрастания элюирующей силы: гексан, гептан, циклогек- 
сан, четыреххлористый углерод, бензол, хлороформ, эфир, этил- 
ацетат, пиридин, ацетон, этанол, метанол, вода. 

Вещества е липофильным характером разделяются на поляр- 
ном адсорбенте с малополярным растворителем, таким, как пет- 
ролейный эфир, бензин, бензол. Чтобы выбрать необходимую 
подвижную фазу, часто в качестве основного растворителя бе- 
рут неполярный и прибавляют к нему небольшое количество 
полярного растворителя. 

Растворитель элюирует органические соединения из сорбента 
в зависимости от строения вещества, а также от типа и числа 
функциональных групи в нем. Разделение методом адсорбцион- 
ной ТСХ происходит в соответствии с правилами, сформулиро- 
ванными Брокманом. Углеводороды являются мало адсорбируе- 
мыми или совсем неадсорбируемыми веществами, и поэтому они 
передвигаются с фронтом растворителя. Наличие одной или не- 
скольких двойных связей, особенно сопряженных, увеличивает 
адсорбционную способность соединений. Эфиры адсорбируются 
слабо. Альдегиды находятся впереди спиртов и кислот. Ненасы- 
щенные соединения адсорбируются сильнее насыщенных. Соеди- 
нения с короткими цепями адсорбируются сильнее соединений 
с длинными цепями. Введение функциональной группы увеличи- 
вает сродство с адсорбентом. 

Адсорбционная способность функциональных групп увеличи- 
вается в следующем порядке: СН=сСН<оОСН:<СО0ОВ< 
<с=о<сно<5Н<МН.<ОН<СООН П5, 205]. 

Специально разработанный для липофильных веществ ме- 
тод ТСХ на силикагеле казался менее пригодным для гидро- 
фильных соединений. Но силикагель, как и целлюлоза, содер- 
жит в зависимости от метода высушивания воду набухания и 
сольватную воду, поэтому он также может быть использован 
в распределительной ТСХ для разделения веществ даже с резко 
выраженными гидрофильными свойствами и мало растворимыми 
в органических растворителях. Таким образом, при разделении 
методом распределительной ТСХ неподвижной фазой обычно 
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служит вода, а подвижной — не с 
полярный органический а к которому 
воду или который насыщают водой. При подбо 
для распределительной хроматографии всегд 
в виду обе жидкие фазы. : и 
При выборе растворителя в распределительной тех 
можно пользоваться каким-либо из известных рядов р 
в котором растворители расположены по их склонности к об а. 
зованию водородных связей. В начале такого Ряда стоят гидро- 
фильные соединения (полярные) с наиболее ярко выраженными 
способностями к образованию водородных связей, а в конце 
гидрофобные соединения (липофильные, или неполярные). Так, 
для анализа свободных аминокислот методом распределитель. 
ной ТСХ используют растворители, содержащие воду, и при 
этом применяют сильно полярные жидкости, например метанол, 
этанол, ацетон и др. 
рофобных веществ можно применять 
с «обращенной» фазой. В этом случае 
т липофильными веществами, такими, 
масло, силиконовые масла различной 
фазой служат полярные органические 
неподвижной фазой. 
ра требуемого растворителя рекомен- 
хроматографирование 
слое на пре 
соединен- 
а, состоящую, 
а хлороформа 
хранящуюся в высокой 
й пробкой. Стекла вынимают, раз- 
наносят на них 92 мкл 
разделяют растворителем с низкой 


проявляют, помещая их, 
сперимент повторяют, ис- 
пользуя растворител ющей силой, и применяя, 
если необходимо, б до тех пор, пока значения 


+ ДЛЯ представляющих интерес компонентов не будут нахо- 
Диться в пределах от 0,3 до 0,8 


Подготовка пластинок для СХ 


Практически ВЫП ‹и плас- 
тинок. 


ы для ТСХ могут быть из стекла, 
алюминиевой фольги Или пластмассы. 

Можно использовать пластинки из любого стекла (фото- 

пластинку со смытой эмульсией, стекло зеркальное, пирекс, 


118 











Этом 
“Ществами, ти, 
е масла различ з 
'рные органическ 
"ПОДВИЖНОЙ ф 
ворителя реком: 
ие анализнруемон 

стеклах для ми: 
стекла, соединен” 
бента, состоящую, 
вора хлорофори! 
Цуюся В высоко! 


ыы 
мают, ра 
1 ВЫНИ Иа ам 


сн иакой 





























































обычное оконное стекло) и различных размеров. Часто е- 
няют фотопластинки размером 13х18 см та те к 
а. Ее стекла шириной 30—40 и _ 
40—50 см. ›лля хроматографирования на «микропластинках» 
служат предметные стекла (2,5Х7,6 см). Э. Шт станках» 
для стандартизации условий проведения син о 
мером 20Х50 и 20Х 10 ся. 7 а пластинки раз- 

Поверхность пластинки перед нанесением сорбента должна 
быть тщательно вымыта, обезжирена и высушена. Е 

Приготовление сорбционной массы. Тонкий слой сорбента на 
пластинке может быть как незакрепленным, свободно насыпан- 
ным, так и закрепленным с помощью какого-либо связующего 
агента (обычно гипса или крахмала). у 

Пластинки с закрепленным слоем чаще применяют для ана- 
литических целей, они более удобны в употреблении, отлича- 
ются равномерностью распределения сорбента. 

Сорбент наносится на пластинку в виде водной суспензии 
[15, 36, 205]. Наиболее часто применяемые на практике мето- 
дики приготовления сорбционной массы следующие. 

Силикагель марки КСК с гипсом (для пяти плас- 
тинок размером 20Ж20 см) — [33]. 25 г очищенного силикагеля 
и 2 г гипса перемешивают стеклянной палочкой в стакане 
емкостью 250 мл в течение | мин, добавляют 65 мл дистилли- 
рованной воды. В стакан помещают круглую насадку от элект- 
ромиксера и массу перемешивают 1,5 мин до получения равно- 
мерной суспензии. При отсутствии электромиксера суспензию 
силикагеля в воде готовят в большой фарфоровой ступке, пред- 
варительно тщательно перемешав силикагель с гипсом в тече- 
ние 15 мин стеклянной палочкой в химическом стакане. 

Силикагель марки КСК с гипсом (для одной плас- 
тинки размером 11Х 17,5 см с толщиной слоя около 300 мки)— 
[15]. 6,9 г силикагеля, 0,35 г медицинского гипса и 18 мл воды 
встряхивают в конической колбе емкостью 100—150 мл с при- 
тертой пробкой в течение 1—2 мин. Полученную суспензию на- 
носят на пластинку. 

Силикагель С, окись алюминия С и кильзегур 
С (с 5% гипса) фирмы «Мерк» (для пяти асманох разме- 
ром 20х20 см при толщине слоя 250 мкм) —136,205] 25 г сор- 
бента насыпают в сухую фарфоровую ступку диаметром 
примерно 10 см. При медленном перемешивании Во вна- 
чале 35 мл дистиллированной воды и растирают до ен. 
ния однородной массы, не содержащей ие Е С 
комков. После этого также при перемешивании добавляют ещ 

й Суммарное время перемешива- 
15 мл дистиллированной воды; СУ р быстро наносят 
ния не должно превышать 1,5—9 мин. Затем быстр 


слой на пластинку. 
Порошки целлюлозы 
20%20 см) — [15]. Для получения 


(для пяти пластинок размером 
хорошего ровного слоя перед 
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нанесением на пластинку суспензии из о, оДержаще» 
и не содержащей гипс, ее необходимо ‘тщательно пе 
электрической мешалкой в течение примерно р . 
М№-300С — 15 г порошка и 90 мл дистиллированной воды: 
ММ-300С/А‚ — 10 г порошка и смесь из 50 мл метанола и 
дистиллированной воды. Намазанные пластинки сушат 

10 мин при 60° С. 

Порошкообразная целлюлоза, пр ИГотТовлен. 
ная из хроматографической бумаги (для Четырех 
пластинок размером 13Х18 см) — [178]. 5 г целлюлозы смеши. 
вают с 30 мл воды в микроизмельчителе тканей в течение 5— 
8 мин. Для высушивания пластинки оставляют на воздухе на 
6—8 часов. 

Для получения пластин хорошего качества необходимо полу. 
чить полностью суспензированный раствор. Если в суспензии об. 
разуется осадок, то это приведет к тому, что на пластинке после 
высыхания толщина слоя адсорбента будет разной. 

Слой сорбента должен обладать капиллярной структурой, 
благоприятной для перемещения растворителя, должен быть 
ровным, иметь толщину около 250 мки И В ТО же время слой 
должен обладать механической прочностью, достаточной для 
того, чтобы не происходило его отставание в процессе хромато- 
графирования. й 


Нанесение слоя со Для нанесения на 
пластинки незак рошок твердых ве- 
атовое) и разравнивают 

ли или стеклянной трубкой с на- 

аучука, толщина которых должна 

Я получаемого сорбента (обычно 


ения закрепленного слоя 
сорбента (из подготовленной предварительно сорбционной 
массы): намазы а пластинки; погружение плас- 

тинки в суспензию; опрыскивание с помощью распылителей. 
Наиболее распространен способ намазывания пластинок 
вручную или с применением специальных приборов. Необходи- 
мое количество суспензии наливаю ластинку и разравни- 
вают слой, держ наклоняя ее в разные сто- 
роны и распред ю шпателя или стеклянной 
палочки. Реком варительно по краям плас- 
ционную массу с помощью 
затем вылить 
стинку и разровнять по всей поверхно- 

и [36]. 

несения тонких слоев наиболее распро- 
странен аппликатор Шталя, выпускаемый фирмой «Дезага» 
[15, 205], При получении закрепленного слоя можно пользо- 
ваться и другими приспособлениями, например прибором Шан- 
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дона (прибор входит в комплект аппа 
хроматографии, а ускаемой заводом «Дружная горка») 

Высушивание и хранение пластинок. После нанесения слоя 
сорбента пластинки обычно высушивают, оставляя на горизон- 
тальнои поверхности (на столике с переменным наклоном ге: 
установки по уровню) на 3—24 часа. В некоторых случаях при 
использовании окиси алюминия или окиси магния пластинки не 
высушивают, а поэтому нанесение сорбента производится непо- 
средственно перед хроматографированием. Пластинки с силика- 
гелем активируют нагреванием при 110°С для стабилизации 
содержащейся в них воды. 

Готовые пластинки хранят в специальном шкафу из органи- 
ческого стекла с плотно пригнанными дверцами (или эксика- 
торе) над хлористым кальцием или силикагелем (для удале- 
ния ВОДЫ). | 

Пластинки с готовым слоем. Некоторые фирмы изготовляют 
стандартные хроматографические пластинки со слоем сорбента 
различной, но строго постоянной толщины (силикагель, целлю- 
лоза, ионообменная смола), на стекле или других подложках 
(из алюминиевой фольги, пластмассы, пропитанного стеклово- 
локна). Удобны в работе пластины с силикагелем для ТСХ: си- 
луфольные (фирмы «Зегуа» — ФРГ и «Кау» — ЧССР), приго- 
товленные на алюминиевой фольге, укрепленной картоном, 
с крахмалом в качестве связующего, с добавлением и без флуо- 
ресцентных индикаторов; истмановские листы (фирмы ОРГ — 
США и Ко4ак — Франция) на полиэтилентерефталатной пленке 
(0,17 мм) с поливиниловым спиртом и др. [126]. 

Несмотря на большие преимущества готовых пластинок, при 
работе с некоторыми из них можно применять не все реактивы 
при проявлении, так как они могут вступать в реакцию с под- 
ложкой или связующим веществом. Пластмассовые листы 
нельзя нагревать при температуре выше примерно 130° С, и, та- 
ким образом, исключается проявление хроматограмм методом 
обугливания. Силуфольные пластины в качестве подложки 
имеют картон и фольгу, что исключает возможность использо- 
вания растворителей, содержащих воду, а наличие в них крах- 
мала как связующего вещества не позволяет проводить иден- 
тификацию парами йода. 


ратуры для тонкослойной 


Нанесение пробы 


Пробы анализируемых веществ наносят на пластинки в виде 
0,1—10%-ных растворов в неполярном летучем растворителе. 
Растворитель должен быть неполярным (чтобы уменьшить раз- 
мывание пятна в точке нанесения образца) и летучим (с темпе- 
ратурой кипения ниже 120°С, чтобы до начала проявления о 
мог быстро испариться). Пробу наносят капилляром, о 
ально калиброванным, или микропинеткой в виде серии п 
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с равными интервалами либо в виде сплошной и 
женной на 1,5 см от нижнего края пластинки. При =: 
раствора пробы следует избегать разрушения Пахнет оо. 
бента. Диаметры пятен должны быть от 2 до 4 мм а Расетоя. 
ние между центрами пятен 10—15 мм. 

Главным источником ошибки в количественном анализе при 
проведении ТСХ является невоспроизводимость нанесения о. 
стоянного объема раствора на слой сорбента. Поэтому Площадь 
пятен на старте должна быть одинаковой. Раствор наносят по 
каплям. Для удаления растворителя удобно применять фен. При 
количественном анализе исследуемый образец и Раствор «свидь. 
телей» наносят на одну пластинку. При этом необходимо нано. 
сить одинаковые объемы в одном и том же растворителе и при. 
мерно одинаковой концентрации растворов анализируемого ве. 
щества и «свидетелей» [162, 211], 


Хроматографирование (разделение) вещества 
на пластинке 


Разделение веществ проводят в герметично закрытой камере. 
Чаще всего хроматографирование осуществляют восходящим 
способом, когда подвижная фаза поднимается через слой вверх 
с помощью капиллярных сил. 

Камеры, применяемые в ТСХ, по конструкции близки к ка- 
мерам для хроматографирования на бумаге и отличаются от 
них в основном размерами. Обычно пользуются прямоуголь- 
ными камерами с утолщенными краями и плотно пришлифо- 
ванными стеклянными крышками. Можно использовать стеёк- 
лянные батарейные стаканы, банки или цилиндры с плоским 
дном и пришлифованными крышками. 

Известны камеры спе например так 
назваемая С окровная пла- 


слой, образует 


ровальной бумаги помещают в хроматографическую камеру так, 


чтобы бумага их стенок камеры и дна, тща- 


растворителем путем встряхивания и остав- 
ляют на 30 мин. 


При методе восхо 
слое сорб 
одящего ра 
Край пл 
растворителей), налитый в камеру. 
мере около 0,5 см, глубина погружения 
пластинки 5—8 мм. Подъем подвижной фазы по слою сорбента 
не должен превышать 10—11 см, так как при большем пробеге 


122 











ства 


| 
НО закрытой камере 
ествляют восходящи 


ется через слой вверх 


‘трукции близки к №: 
аге и отличаются от 
тьзуются прямоуголь- 
и плотно пришли 
0 использовать С 
цилиндры с плоский 


























наблюдается сильное замедление продвижения жидкости и 
о в т - И] диф- 
фузия пятен, а как следствие — большие колебания величины 
К, [205]. После подъема растворителя на указанную В, 
пластинку вынимают, отмечают линию фронта затем а 
в вытяжном шкафу, удаляя подвижную фазу. ых 

В случае разделения веществ, имеющих очень близкие Ю, 
применяют многократную хроматографию в одном и том же 
растворителе. 

Если не все вещества смеси разделяются в одной системе, то 
проводят ступенчатое хроматографирование в разных системах 
растворителей. 

В любом варианте растворитель, продвигаясь по стационар- 
ной фазе, переносит вещества или молекулы раствора с различ- 
ными скоростями в направлении движения потока, за счет чего 
и происходит разделение смеси. 

Положение разделенных веществ, если они не окрашены, 
обычно определяют, рассматривая хроматограмму в ультрафио- 
летовом свете или опрыскивая ее окрашивающими реактивами. 


Способы идентификации 


Обычный способ определения положения бесцветных разделен- 
ных веществ на хроматограмме состоит в опрыскивании плас- 
тинки растворами реактивов, которые могут химически взаимо- 
действовать с разделенными веществами. 

Опрыскивают хроматограммы из пульверизаторов различ- 
ных конструкций в вытяжном шкафу. Слой следует опрыски- 
вать равномерно, по возможности минимальным количеством 
проявляющего реактива, который должен быть диспергирован 
до очень мелких капель. После опрыскивания пластинку для 
проявления пятен иногда нагревают до 100—150°С в сушильном 
шкафу или выдерживают в специальных камерах в парах ам- 
миака либо под ИК-лампой. о 

Большинство проявителей, применяемых при бумажной 
хроматографии, могут быть использованы и для ТСХ. Можно 
выделить два типа проявителей: общего назначения, взаимодей- 
ствующие с целым рядом соединений различного типа, и специ- 
фического назначения, указывающие На присутствие данного 
соединения или данной функциональной группы. 


Одним из универсальных проявителей в ТСХ являются пары 


Йода. Пластину помещают в закрытую банку, содержащую не- 
А а растворяются в большин- 


сколько кристаллов йода. Пары йод 
стве органических соединений, которые становятся ат 
в виде коричневых пятен на бледно-желтом фоне. Во . д: 
случаях после обнаружения пятен Иод можно испарить 
стинку еще раз опрыскать другим реактивом: 
но- 

Опрыскивание хроматограмм 5%ф-ным раствором ее 

молибденовой кислоты в спирте с последующим 
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нагреванием до 110°С дает ны На желу 
фоне. Реактив вступает в реакцию с 00. Х. ее Органиче. 
ских соединений, окраска очень стабильна. Хорошо Разделенны. 
пятна, выявленные этим реактивом, вполне подходят для Коли. 
чественного анализа. е 

Из специфических проявителей используют о-дианизидин ИЛИ 
2,4-динитрофенилгидразин (для обнаружения альдегидов). 
бромкрезоловый зеленый (для обнаружения кислот) и Др. Спи. 
сок реактивов, используемых для обнаружения веществ в ТС 
имеется в литературе [15, 152, 205]. 

Помимо опрыскивания различными индикаторами, специ. 
фика сорбента позволяет использовать дополнительные приемы 
проявления — интенсивное нагревание, действие концентриро- 
ванных кислот (серной, фосфорной) и другие, применение кото- 
рых затруднительно в бумажной хроматографии. 

Для обнаружения веществ, поглощающих в УФ-области 
спектра, удобно применять слои сорбента, которые содержат 
флуоресцирующие вещества, или опрыскивать хроматограмму 
после разделения смеси раствором флуоресцирующего вещества, 
При облучении пластинки УФ-светом вещества, поглощающие 
В этой области спектра, обнаруживаются в виде темных пятен 
цветов различных оттенков. Такой способ идентификации не 
вызывает разрушения веществ и поэтому особенно эффективен 
для количественных определений и препаративной хроматогра- 
фии при экстракции вещества с пластинки. 

Положение пятна разделенного вещества описывается по- 
средством измерения величины К; как отношение расстояния, 
пройденного веществом от точки старта, к расстоянию, прой- 
денному подвижной фазой от точки старта. 

Величины ВЮ; [205] в ТСХ в сильной степени зависят от ко- 
лебаний в условиях проведения ‘опыта. Поэтому при хромато- 
графическом разделении в тонком слое рекомендуется исполь- 
зовать эталонные вещества («свидетели»), которые наносят на- 
ряду с анализируемыми пробами на одну и ту же пластинку. 








Количественный анализ в ТСХ 


Методы количественной оценки тонкослойных хроматограмм 
подробно описаны в литературе [211]. 

Количественное определение разделенных на пластинке ве- 
ществ проводят измерением площадей пятен или фотоденсито- 
метрированием их. Кроме того, метод ТСХ позволяет осуществ- 
лять идентификацию веществ простой десорбцией с участка 
слоя, содержащего пятно, с последующим анализом любым хн- 
мическим или физико-химическим методом, что имеет большое 
преимущество перед бумажной хроматографией. При этом жа 
собе отделяют слой сорбента на том участке, где была и 
ция вещества. Обычно сорбент по контурам проявленного пять 
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счищают шпателем или используют «вакуумный очист 
(аспиратор) и другие специальные устройства для ов 
веществ из зон хроматограмм и количественно ре о 
суд, в котором проводят экстракцию. Сорбент отделяют на 
рованием или центрифугированием. : 
Анализ полученного элюата может быть выполнен весовым 





определением, методами спектрофотометрии, колориметрии, 
флуоресценции, полярографии, радиометрии и другими  мето- 
дами. ) 


При весовом методе непосредственно взвешивают остаток 
после улетучивания элюирующего растворителя. Весовой ме- 
тод является быстрым и удобным, а также наиболее распро- 
страненным при количественном определении фракций липидов 
различных пищевых продуктов. 

При использовании спектрофотометрических методов веще- 
ство вымывают чистым летучим растворителем в круглодон- 
ную стеклянную колбу емкостью 5—10 мл, из которой раство- 
ритель удаляют осторожным испарением на водяной бане в токе 
азота или роторном испарителе. Вещество вновь растворяют, но 
в таком растворителе, который не препятствует дальнейшему 
спектрофотометрическому определению. Раствор приводят к оп- 
ределенному объему и исследуют на соответствующем спектро- 
фотометре или колориметре. Концентрацию разделенного веще- 
ства в анализируемом образце определяют по коэффициенту 
поглощения или по калибровочным кривым. 

Спектрофотометрические методы имеют определенные преи- 
мущества, которые заключаются в том, что идентификация раз- 
деленного вещества может быть подтверждена его собственным 
пиком поглощения. 

Метод ТСХ позволяет не только определить количественный 
состав смеси, но и препаративно выделять индивидуальные ве- 
щества, что имеет большое значение и дает возможность ис- 
пользовать его в сочетании с другими методами. Фракции, 
полученные в результате разделения на тонком слое, можно 
подвергнуть дальнейшему исследованию другими хроматографи- 
ческими методами. Так, для определения жирнокислотного со- 
става липидных фракций (разделенных методом ТСХ) приме- 
няют метод ГЖХ [4, 7, 188]. 

Для этих целей объем про 
Наносить ее следует в виде узк 
стые слои адсорбента (на пластин 
крытых слоем в 750 мкм, можно р 


бы образца может быть увеличен. 
ой полосы, используя более тол- 
ках размером 20х20 см, по- 
азделять образцы до 50 мг). 


Документация хроматограмм 

Наиболее распространенными способами документации м 

тограмм являются зарисовка (копирование) на кальке 1 
ветное). 


копирование (черно-белое и Ц 
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Для документации хроматограмм о Физиол 
растений АН СССР предложено п - ь аппарат дл ". 
тактной печати на фотографическую умагу с окращенных т 
тинок [33, 152]. Предложенный способ обеспечивает пол 
изображений всех тех пятен, которые можно различить 
ально, а также позволяет сохранить первоначальный вид ко, 
слойной пластинки и ее пригодность для дальнейшей работы 

Хранение готовых тонкослойных хроматограмм нецелесоос, 
разно, однако в случае необходимости оригинальную хромато. 
грамму можно сохранить, сняв слой сорбента с пластинки 
в виде пленки, которую получают после заливки его 4% -ных 
раствором коллодия с добавкой 7,5% глицерина [36, 205], Для 
хранения эту пленку наклеивают на лист бумаги с помощью 
прозрачной пластмассовой ленты. 


ОГии 


Учение 
ВИЗу. 


3.4.2. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ФРАКЦИОННОГО СОСТАВА ЛИПИДОВ 


С помощью адсорбционной хроматографии в тонком слов 
можно получить общее представление о составе исследуемой 
смеси липидов любых пищевых продуктов. 

Методом ТСХ смесь липидов, экстрагированную из продукта, 
можно очень быстро разделить на основные группы соединений: 
фосфатиды, моно- и диглицериды, стерины, свободные жирные 


кислоты, триглицериды, углеводороды и некоторые другие [15, 
114, 205], 
Выделенные из продукта липиды (например, экстракцией по 
методу Фолча, в ФДВ) чаще всего подвергают разделению на 
пластинке с закрепленным слоем силикагеля 
различных марок. Пробы липидов по 1—5 ме 
(на пластинки размером 13Х 18 см) для каче- 
ственного и по 100—200 мг (на пластинки раз- 
мером 18Ж24 см) для количественного ана- 
лиза обычно наносят микропипеткой в виде 
полосы на расстоянии 2 см от нижнего края 
пластинки и не менее 2 си между пятнами. 
Разделение проводят восходящим способом 
в камере, насыщенной соответствующими рас- 
творителями (табл. 8). 
При качественном определении липи- 
дов после подъема фронта растворителя до 
верхнего края пластинки ее вынимают и 0с- 





й 
Рис. 17. Хроматограмма липидов щуки, замороженно 
при —15° С: 

ЛЕВОН: 
а — не хранившейся: б — хранившейся 3 месяца; 1 о 
роды; 2 — триглицериды; 3 — свободные жирные. те а 
диглицериды; 5 — холестерин; 6 — моноглицериды; : 
липиды (фосфолипиды) 
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Таблица 8 
Фракционирование липидов на закрепленном слое силикагеля 




















Название продуктов а Система растворителей оне Они 
по объему туры 
Сливочное масло. . КСК Гексан-этиловый 80:20:1 | [166 
эфир-ледяная ук- 
сусная кислота’ 
Подсолнечное масло КСК Петролейный эфир- | 85:15:1 | [215 
этиловый эфир-ле- 
дяная уксусная 
кислота Е | 
Фритюрный жир .. КСК Бензол-петролейный | 80:80:5 [212 
эфир-этиловый 
эфир 
Мяео о... ..: КСК Петролейный эфир- | 80:20 [219 
этиловый эфир 
Петролейный эфир- | 80:20:1 [219 
этиловый эфир-ле- 
дяная уксусная 
кислота 
а ВЫ М/оейт, То же 80:20: 1 [5, 7] 
Мегск 
Икра осетровых КСК » [161] 
Молоко : Силуфоль- » [124, 5] 
ные пла- 
стины, 
Мегск, 
1.5 5/40 
Зерно и продукты 
его о отки Мегск, » 80:20:1 [5] 
\Моейт 80:20:2 [4] 








1 
тавляют под тягой до полного исчезновения запаха раствори- 
теля. Затем пластинки проявляют 10%-ным спиртовым раство- 
ром фосфорно-молибденовой кислоты с последующим нагрева“ 
нием при 110° С, в результате чего образуются синие пятна раз- 


деленных липидов на желтом фоне. 
При количественно М исследовании липидов пластинки 


погружают в камеру, насыщенную парами йода. Проявившиеся 
полосы липидов (каждую отдельно) соскребают с последующей 
элюацией смесью хлороформа и метанола (4:1). ВЕЕТ 1 
удаляют на роторном испарителе. Количество а. 
классов липидов находят весовым методом. Количественные о 
ределения также можно Выполнить с ПОМОЩЬЮ бат 

Поскольку разделение классов липидов а > ва 
ком слое силикагеля различных марок с использовани к х 
систем растворителей, то получающиеся хроматограмыи зе, 
несколько отличаться друг от друга. Поэтому в кажд о 
ном случае к идентификации липидов пищевых проду 


ний 
дует подходить индивидуально. Различные классы соедине 
127 




















липидов идентифицируют: с в ай ПО ИЗВ у 
ным величинам №, по ИК-спектрам соединений, выделенных 
х пятен хроматограмм. Е 
а а разделения в тонком слое сорбента позво. 
ляет определить многие группы веществ, которые не Могут быть 
обнаружены другими методами. При этом каждая ИЗ групп 
соединений может быть не только определена количественно 
но и выделена препаративно и подвергнута дальнейшему иссле. 

дованию. . 
На рис. 17 показано изменение липидов замороженной щуки 
при хранении [7], изученное с помощью метода ТСХ. 


3.4.3. ФРАКЦИОНИРОВАНИЕ ФОСФОЛИПИДОВ 


Для разделения и количественного определения фосфолипидов 
наиболее простым, быстрым н чувствительным методом также 
является хроматография в тонких слоях силикагеля. 

Разделение фосфолипидов осуществляется на силикагеле 
разных марок с использованием различных систем растворите- 
лей как одномерной, так и двухмерной хроматографии. Для од- 
номерной хроматографии фосфолипидов продуктов раститель- 
ного и животного происхождения рекомендованы такие системы 
растворителей: хлороформ-метанол-вода в соотношении 65:95 :4 
[130], или 45:95:4 [8], либо 3:1:0,2 [176], а также хлороформ- 
метанол-аммиак в соотношении 65: 95:5 [152]. 

Хорошие результаты 


лороформ-метанол-вода в соот- 
2)— [210], 


хлорной к (МН.).Мо0,, 25 мл воды, 30 мл н. 


НС! и 15 мл 60% -ной НСО, П 


и выдерживания при 105°С в течение 20 мин появляются темно- 
синие пятна на слабо-сером фоне. Пары йода окрашивают не- 
насыщенные фосфолипиды в коричневый цвет на белом фоне. 

Фосфолипиды, содержащие свободные аминогрупны (фосфа- 
тидилэтаноламин и фосфатидилсерин), проявляют 0,2%-ным 
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осле опрыскивания пластинок 








систем растворить 
\тографии. Для од. 
дуктов растите 
аны такие системы 
ношении 65:25:1 
также хлорофоре 


фолипидов и 
фией в следую" 


„вода 8 оны 
/-метанол” 
9 











на СИликагеь 


аствором нингидрина в н-бутаноле с 5 мл 109 
кислоты и нагревают 30 мин при 110°С (наблюдают красно-с 
летовые или розовые пятна на белом фоне). ня ил 
фосфолипиды (лецитин, лизолецитин, сфингомиелин) ки те 
вают с помощью реактива Драгендорфа. Этот реактив а - 
ляет свежеприготовленную смесь двух растворов: 1) основной 
нитрат висмута (1,7%-ный раствор на 20%-ном ра ыы 
ной кислоты); 2) 40%-ный водный К] к С 

т Г \!. Для опрыскивания сме- 

ПИВАЮТ 2 р ора 1 сб мл раствора 2 и добавляют 70 мл 
воды. Наблюдают оранжевые или красно-оранжевые пятна 
сразу или после незначительного нагревания. 

Все эти реакции можно проводить последовательно на одной 
и той же хроматограмме, только наложение одного реактива на 
другой дает грязный фон. Поэтому лучше провести последова- 
тельную обработку хроматограммы разными красителями, заго- 
раживая непроявленные полосы стеклом. 

Имеются красители, которые дают возможность выявить 
фосфолипиды в ультрафиолетовом свете. К ним относятся ро- 
дамин-В и 6С, 2,7-дихлорфлуоресцеин и морин. При обработке 
хроматограммы 0,05%-ным раствором родамина-В пластинка 
равномерно окрашивается в розовый цвет, а под ультрахеми- 
скопом появляются флуоресцирующие пятна фосфолипидов на 
розовом фоне, которые обводят препаровальной иглой. После 
опрыскивания хроматограмм 0,2%-ным раствором 2,7-дихлор- 
флуоресцеина в 96ф-ном этаноле под ультрафиолетовой лампой 
на зеленоватом фоне появляются фиолетовые флуоресцирую- 
щие пятна. Пятна необходимо отмечать сразу же после опрыс- 
кивания, так как при испарении спирта флуоресценция исчезает, 
но появляется вновь при повторном опрыскивании 2,7-дихлор- 
флуоресцеином. Вместо 2,7-дихлорфлуоресцеина можно исполь- 
зовать 3,6-дихлорфлуоресцеин. Несколько более слабое свече- 
ние пятен фосфолипидов дают флуоресцеин и родамин-6@. 

Цветные реакции на фосфолипиды не являются строго спе- 
цифичными, поэтому для получения тТочнон идентификации 
необходимо применять «свидетели», которые рекомендуется на- 
носить в две точки, находящиеся на краях пластинки, а иссле- 
дуемый раствор фосфолипидов — в Точки, расположенные в ее 


Е что отдельные фосфолипиды трудно получить 
в чистом виде (в силу их неустойчивости), в качестве «свидете- 
лей» используют лецитин яичного желтка или лиПИДВЫЙ ыы 
тракт с известным составом фосфолипидов, например липид 


печени крыс [8]. Для идентификации отдельных фосфолипидов 


применяют ИК-спектрофотометрию [130]. 


< х фракций изме- 
ание фосфолипидны 
ее - так и элюированием пятен 


ряют как с помощью денситометра, о на 
для определения содержания в них фосфора, 
шем пересчитывается на фосфолипиды. 


о-ной уксусной 
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Для получения устойчивой черной окраски, необхол 


для денситометрии пятен, хроматограммы опрыскивают уз 
щенным раствором КэСг2 От в 80%-ной серной кислоте и м 


живают в сушильном шкафу при 180°С в течение 25 лин. У 
ший белый фон при обугливании фосфолипидов достигается 
опрыскивании пластинок хромовой смесью без предварител 
обработки другими реактивами [152]. 

Для количественного определения фосфолипидов по со 
жанию фосфора колориметрическим методом проводят элю 
вание пятна |н. НС! в метаноле. Полноту элюирования фосфоли. 
пида проверяют путем нанесения элюата на микропластинки п 
вторичного проявления универсальным красителем фосфолипи. 
дов (родамин-В, хромовая смесь). При обнаружении фосфоли- 
пидов силикагель с пятном вновь экстрагируют [ н. НС] в ме 
ноле до полного элюирования. 

Сущность метода определения фосфора сводится к минера- 
лизации полученного липидного экстракта концентрированной 
Н»5 О; в присутствии ‘катализаторов и нахождению неорганиче- 
ского фосфора путем восстановления фосфорно-молибдатного 
комплекса, в результате чего образуется синяя окраска. По сте- 
пени окрашивания, определяемой колориметрически, вычисляют 
количество фосфора. Для количественных определений фосфо- 
липидных фракций можно рекомендовать колориметрический 
метод в модификации А. В. Жукова и А. Г. Верещагина [74]. 
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3.4.4. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВИТАМИНОВ 


ТСХ находит широкое применение при исследовании витаминов, 
особенно жирорастворимой группы. 


Разделение и идентификация каротиноидов 


Для разделения каротинои 
на окиси магния или ок 
толщиной | мм. Для пол 


дов успешно применяют метод ТСХ 
иси алюминия |] степени активности 
учения окиси алюминия 1] степени ак- 
тивности [15] к обезвоженному сорбенту добавляют 3% воды, 
смесь встряхивают в банке с хорошо пригнанной пробкой в те- 
чение 5—10 мин и оставляют на 6—8 часов. 

Определение каротиноидов в плодах и овощах. Метод осно- 
ван на экстракции каротиноидов органическими растворителями 
и разделении их методом ТСХ [118, 58, 134, 184]. 

Навеску продукта (от 2 до 2 Бе в зависимости от содержа- 
ния каротиноидов) растирают в ступке с обезвоженным серно- 
кислым натрием до получения сухого порошка. Для предотвра- 
щения окисляемости витаминов рекомендуется добавить 
несколько кристалликов углекислого натрия. Для экстракции ка- 
ротиноидов обычно применяют бензин, петролейный эфир (79— 
100°С) или ацетон. Пробу экстрагируют до полного извлечения 
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ений 


метрический 
на [74]. 
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ее о пяти-шести экстракций. 
Е ДХ АЕ ободить от взвешенных частиц 
промыть водой ет м = а ам 
работать щелочью (что дает возмож а Е 
а кНОСТЬ в результате омыления 
} с хлорофилла и других омыляемых пигментов и 
различных сложных эфиров). Дальнейшую очистку каротинон- 
дов можно провести методом колоночной хроматографии. Очи- 
щенный экстракт спущают под вакуумом до небольшого объема. 
Полученный экстракт в количестве от 0,2 до | мл наносят 
на стеклянные пластинки, покрытые окисью магния или окисью 
алюминия П степени активности, и подвергают разделению 
в одной из систем подвижных растворителей, которые указаны 
в табл. 9. Разделение обычно занимает 30—35 мин. Большин- 
ство каротиноидов окрашено и легко ‘обнаруживается при днев- 
ном свете в виде ярко окрашенных и резко очерченных зон. 
Каждую зону выделяют и элюируют петролейным эфиром. Для 
лучшего элюирования каротиноидов рекомендуется добавить 
1—2 капли этилового спирта. Идентификацию каротиноидов 
проводят по максимумам поглощения в видимой области 
спектра в интервалах длин волн от 400 до 500 нм, величинам 
Ю; путем сравнения со стандартными растворами «свидетелей», 
в качестве которых обычно используют @а- и В-каротиноиды, вы- 
деленные из моркови; ликопин идентифицируют по ИК-спектру. 
Содержание каротиноидов определяют спектрофотометриче- 
ски, используя стандартную кривую по бихромату калия. Для 
этого 0,072 г дважды перекристаллизованного бихромата калия 
растворяют в 100 мл воды; | мл такого раствора соответствует 
0,00416 мг каротина [134]. 


Определение токоферолов 


Разделение токоферолов проводят в закрепленном слое сили- 
кагеля в различных системах растворителей (табл. 9). Для об- 
наружения изомеров токоферола применяют растворы йода, 
хлорного железа, орто-фенантролина и др. Для идентификации 
В- и у-токоферолов, отличающихся положением гидроксильных 
групп и обладающих одинаковой подвижностью, хроматеграмму 
проявляют сульфатом церия или 2%-ным содовым раствором и 
раствором диазотированного о-дианизидина [15]. В качестве 
«свидетелей» обычно применяют синтетический а-токоферол и 
соевое масло, содержащее только @-, В- и у-токоферолы. 
Определение изомеров токоферола в растительных маслах: 
Метод определения токоферолов в растительных маслах осно 
ван на выделении неомыляемых веществ и разделении их в Тон- 
ком слое силикагеля. Рекомендованный способ позволяет не 
только отделить токоферолы от сопутствующих веществ, но и 
провести четкое разделение изомеров токоферола [200]. 
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Таблица 9 


Определение каротиноидов и токоферолов 














Соотно- 

Системы шение Источник 

Определяемые Сорбент растворителей по литера. 

вещества объему туры 

Каротиноиды | Окись алюминия Ацетон-петролей- 1:3 или [153] 
П степени ак- НЫЙ эфир я 2:48 [134, 184] 

тивности, окись | Петролейный эфир- | 60:10:1 [118] 

магния бензол-метанол 

Токоферолы | Силикагель Хлороформ [200] 
Хлороформ-цикло- 2 [145, 153] 

гексан [213] 








3 г масла омыляют 10%-ным спиртовым раствором КОН 
в присутствии пирогаллола, и неомыляемую фракцию экстра- 
гируют диэтиловым эфиром. После отгонки растворителя (в ат- 
мосфере инертного газа) полученный остаток неомыляемых ве- 
ществ растворяют в 5 мл бензола и подвергают разделению на 
пластинках с закрепленным слоем силикагеля. 

Для хроматографирования используют пластинки, которые 
покрыты слоем силикагеля (марки КСК или АСК), скреплен- 
ного 15% гипса, и активированы при 110°С в течение 2 4. В ка- 
честве подвижного растворителя служит хлороформ. Хромато- 
грамма развивается в темноте (обычно за 35—45 мин). Для про- 
явления хроматограммы пластинку опрыскивают реактивом 
Эммери—Энгеля, состоящего из равных объемов 0,25%-ного 
спиртового раствора а-, а’-дипиридила и 0,1 Ф-ного спиртового 
раствора, ЕеСЁ.. Токоферолы окрашиваются этим реактивом 
в розовый цвет. Положение пятен определяют с помощью стан- 
дартного раствора а-токоферола и по величинам Ю;. 

Для количественного определения токоферолов пластинку 
делят на две части, на каждую из которых наносят бензольный 
раствор неомыляемых веществ соевого масла. После развития 
хроматограммы и подсушивания пластинки левую половину ее 
закрывают стеклом, а правую опрыскивают реактивом Эмме- 
ри—Энгеля. С левой части пластинки на высоте окрашенных 
пятен токоферолов соскребают слой силикагеля, из которого 
разделенные вещества элюируют с помошью этанола, сорбент 
удаляют центрифугированием, 

Количественные определения отдельных изомерных форм то- 
коферолов проводят колориметрическим методом по калибро- 
вочной кривой, составленной по синтетическому а-токоферолу, 
ацетату, которыи омыляют и выделяют описанным выше спосо- 
бом. Остаток растворяют в спирте для получения раствора, со- 
держащего 1 г/л а-токоферола, из которого затем путем соот- 
ветствующих разведений готовят растворы с содержанием а-то- 
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коферола от 0,005 до 0,05 г/л для проведения колориметрической 
реакции. К 4 мл элюата добавляют 0,5 мл 0,254$-ного спирто- 
вого раствора <-, а’-дипиридила и 0,5 мл 0,1%-ного спиртового 
раствора ЕеС!з. Через 5 мин измеряют оптическую плотность 
окрашенного раствора при длине волны 520 ям против конт- 
рольного раствора, состоящего из 4 мл этанола, 0,5 мл раствора 
а-, а’-дипиридила и 0,5 мл раствора ЕеС1з. 

Содержание токоферолов (в процентах веса пробы) рассчи- 
тывают с помощью калибровочного графика в пересчете на 
а-токоферол по формуле 

Ре (36) 


где $ — объем бензольного раствора неомыляемых веществ, мл; 
А — найденное по калибровочному графику содержание то- 
коферолов, мг; 
У — объем нанесенного на пластинку бензольного раствора 
неомыляемых веществ, мл; 
Р— навеска масла, г. 


3.4.5. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОСТАТОЧНЫХ КОЛИЧЕСТВ 
ПЕСТИЦИДОВ 


Метод ТСХ для определения остаточных количеств пестицидов 
в пищевых продуктах считается перспективным с точки зрения 
экспрессности и избирательности. Им широко пользуются для 
контроля за остаточным содержанием пестицидов в плодоовощ- 
ном сырье и консервной продукции [93, 110, 192]. В табл. 10 
приведены условия разделения и величины К; для некоторых 
пестицидов, обнаруживаемых в пищевых продуктах. 


Определение хлорофоса в овощах, фруктах, зерне, 
молоке, мясе 


Метод основан на экстракции ядохимиката из исследуемой 
пробы водой с последующим извлечением его из водного рас- 
твора хлороформом, очистке экстракта и определении в тонком 
слое силикагеля [93]. 

Экстракция препарата. 25 г измельченной пробы (овощи, 
фрукты, зерно, мясо) трижды экстрагируют водой порциями по 
70 мл и дважды по 50 мл на аппарате для встряхивания в тече- 
ние 15 мин. Водные экстракты соединяют, прибавляют 1—1,5 г 
хлористого натрия (чтобы избежать образования эмульсии при 
дальнейшей экстракции) и хлорофос трижды экстрагируют хло- 
роформом, насыщенным водой, порциями по 50 мл. Хлороформ- 
ные экстракты объединяют, сливают через слой безводного сер- 
нокислого натрия и сушат в течение 10—15 мин. " 

В случае анализа мяса при встряхивании в делительной во- 
ронке в нижнем хлороформном слое образуется стойкая эмуль- 
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[93, 110] 
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Е 
С) 
сия, поэтому экстракт сливают Сей, а дл о 
разрушения в него постепенно добавля г при и прерывно С: Кол 
ани безводный а натрий. Пробе ют п. мера и 
стоять 10—15 мин, а затем м о оооры Через слой без. дартиы 
водного сернокислого натрия в сухую колбу. Колбу с ба альН 
шимся сернокислым натрием промывают четыре раза Хлоро 
формом по 15 мл и присоединяют к экстракту. =. ог 
При определении хлорофоса в оке его предварительно 91 КИ 
обезжиривают центрифугированием в течение 10 Мин пр | 
6000 об/мин и фильтруют через вату. Затем к 95 Мл добавляют ля ра 
для створаживания |,| г фосфорно-молибденовой КИСЛОТЫ | пеллюл 
оставляют на 30 мин, периодически встряхивая. После створа. | образ! 
живания молоко переносят в центрифужную пробирку, смывая маги В. 
колбу дистиллированной водой два-три раза (не более 20 Мл) мендов: 
и центрифугируют 10 мин при 6000 об/мин. Верхний слой сли. стр. у 
вают через вату в делительную воронку, а к остатку в центри- целлюл 
фужной пробирке прибавляют 95 мл дистиллированной воды, вителе 
разбивают осадок палочкой, тщательно перемешивают и центри- хромат 
фугируют вторично при тех же условиях. Затем объединяют анализ: 
водные экстракты и прибавляют 12 хлористого натрия. Из по- Е 


пученного раствора препарат трижды извлекают хлороформом, 
насыщенным водой, порциями по 40 мл. Хлороформные экстрак- 
ты сливают через слой безводного сернокислого натрия. Если 


экстрат мутный, то его дополнительно сушат безводным серно- 
кислым натрием. 


Отгонка растворителя. 


Из обезвоженного хлороформного 
экстракта отгоняют раство 


ритель досуха (под вакуумом при 
температуре не выше 40°С) и растворяют сухой остаток в точно 
отмеренном количестве (1 мл) хлороформа или этилового эфира. 
в тонком слое силикагеля. На плас- 
т 0,1 мл указанного раствора, а если 
жится очень мало, то весь раствор. 
качестве сорбента применяют силикагель КСК-3 или ШСК 
(Воскресенского химкомбината) с размером частиц 40— 
60 мкм, закрепителем служит крахмал. : 
На эту же пластинку по обе стороны от пятна пробы наносят 
«свидетели» — стандартные растворы разных концентраций чис- 
того ядохимиката. Для дополнительной очистки пластинки с на- | 
| несенными пробами и «свидетелями» предварительно опускают 
в чистый бензол. После того как фронт растворителя ОНИ: 
мется на 10 см, пластинку вынимают из камеры и оставляют На 
несколько минут для испарения растворителя на воздухе. Затем | 
пластинку вновь помещают в камеру, заполненную ОВиНННм 
растворителем (гексан с ацетоном в соотношении 1:1), и хро 
матографируют, как указано выше. Высушенную пластинку р 
являют 2%-ным водным раствором резорцина с 10%-ным ре: 
твором карбоната натрия, которые смешивают перед ля т 
ванием в соотношении Зы последующим нагревание! 
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100°С в течение 7—10 мин. Хлорофос проявляется в виде оран- 
жевого пятна. 

Количественное определение проводят путем сравнения раз- 
мера и интенсивности окраски пятен испытуемой пробы и стан- 
дартных растворов «свидетелей». Сравнение проводят либо ви- 
зуально, либо путем измерения их площадей. 


3.4.6. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ДИ- И ТРИКАРБОНОВЫХ 
кислот 


Для разделения гидрофильных веществ используют тонкие слои 
целлюлозы. Эффективного разделения добиваются на порошко- 
образной целлюлозе, полученной из хроматографической бу- 
маги в лабораторных условиях. Способ ее приготовления, реко- 
мендованный Г. Б. Самородовой-Бианки [178], приводится на 
стр. 116, 120. Для хроматографирования веществ в тонком слое 
целлюлозы можно использовать системы растворителей и проя- 
вителей, аналогичные системам при работе методом бумажной 
хроматографии, но в случае применения ТСХ сокращается время 
анализа при высокой четкости разделения. 


Определение ди- и трикарбоновых кислот 
в плодах и овощах 


Метод количественного и качественного определения ди- и три- 
карбоновых кислот в плодах и овощах основан на экстракции 
органических кислот, очистке их на катионите КУ-1 и анионите 
ЭДЭ-10п по методу М. В. Фатеевой [202] и разделении в тон- 
ком слое целлюлозы по методу Г. Б. Самородовой-Бианки 
[178]. х 

Подготовка материала. Навеску 5—20 г плодов или овощей 
кипятят с 50—80 мл 96%-ного спирта в колбе с обратным воз- 
душным холодильником в течение 7—10 мин. Зафиксированную 
навеску переносят в фарфоровую ступку и тонко растирают 
с кварцевым песком в присутствии спирта. Растертую навеску 
переносят на воронку Бюхнера и экстрагируют 80%-ным спир- 
том до полного обесцвечивания остатка и стекающего экст- 
ракта. В экстракт для предотвращения окисления веществ при 
отгонке необходимо добавить метабисульфит калия в количе- 
стве 200 мл на 30 мл экстракта [77]. 

Весь спиртовой экстракт отгоняют под вакуумом при 60— 
70°С почти досуха. Остаток обрабатывают малыми порциями 
этилового эфира (для удаления хлорофилла, каротиноидов и 
других эфирорастворимых веществ) и затем растворяют 
в 96% -ном этиловом спирте, доводя до определенного объема — 
20, 25 или 50 мл. В полученной вытяжке можно определить со- 
держание органических кислот, сахаров, аминокислот и фе- 


нольных соединений. 
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Очистка органических кислот. Для лучшего Разделени; 
тонком слое целлюлозы необходимо очистить органические 
слоты от сопутствующих веществ (особенно сахаров) с 
мощью ионообменных смол. Для этого часть спиртовой 
тяжки растворяют в воде и пропускают через КОЛОНКУ, запог. 
ненную смолой КУ-1. Оптимальная`скорость протекающего рас 
твора 1,5—2,5 мл/мин. После того как через колонку пропущен 
весь экстракт, ее трижды промывают водой порциями ПО 75 мл 
Затем экстракт и промывные воды объединяют, измеряют их 
объем и берут 25—50 мл для определения общей кислотности 
путем титрования 0,02 н. едкого натра. Поскольку в элюате со- 
держатся и сахара, его пропускают через анионит ЭДЭ-10п, ко- 
торый связывает кислоты, а сахара переходят в фильтрат. После 
пропускания элюата через анионит колонку со смолой промы- 
вают тремя порциями дистиллированной воды по 75 мл. Филь- 
трат и промывные воды отбрасывают. 

Для вытеснения из анионита органических кислот через ко- 
лонку пропускают 100 мл 0,1 н. едкого натра, затем колонку 
промывают дистиллированной водой три раза по 75 мл. Кис- 
лоты в виде солей едкого натра переходят в элюат. Чтобы по- 
лучить их в свободном виде, весь элюат и промывные воды 
пропускают через колонку с катионитом КУ-[ для удаления ка- 
тионов Ма+, промывают колонку тремя порциями воды по 
75 мл, фильтрат и промывные воды упаривают на водяной 
бане досуха и осадок растворяют в 5—10 мл воды или 60 %-ного 
спирта. Полученную вытяжку используют для разделения ди- и 
трикарбоновых кислот. 

Хроматография органических кислот в тонком слое целлю- 
лозы. На стеклянные пластинки с тонким (200 мкм) слоем цел- 
люлозы наносят вытяжку непрерывной полосой в виде серии пя- 
тен. Разделение осуществляют в системе растворителей: этила- 
цетат-уксусная кислота-вода (3:1:1) — [178] или в верхнем 
слое смеси, состоящей из серного эфира, воды и муравьиной 
кислоты (18:9:5) — [138]. Время разделения 60 мин при тем- 
пературе 12—14°С (но не выше 18°С). Пластинки подсуши- 
вают в вытяжном шкафу феном и оставляют на воздухе до сле- 
дующего дня. Для выявления мест расположения органических 
кислот хроматограмму проявляют 0,05%-ным раствором бром- 
фенолового синего, при .этом на синем фоне появляются жел- 
тые пятна органических кислот. Для выяснения качественного 
состава кислот определяют А; для каждой кислоты, сопостав- 
ляют его с Ю; кислоты-«свидетеля». 

Для количественного определения органических кислот 
бромфеноловый синий наносят из микробюретки мелкими кап- 
лями в виде пунктирных линий по краям и в середине пла- 
стинки (перпендикулярно стартовой линии). Начиная от места 
расположения кислот пунктир становится желтым, а в проме- 
жутках между ними остается голубым. Если муравьиная кис- 
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лота полностью не удалена, то пунктир на всем протяжении бу- 
дет желтым, и в этом случае сушку следует продолжить. 

Места раеположения кислот очерчивают, счищают ‘скальпе- 
лем, переносят и экстрагируют два-три раза горячей водой при 
температуре 60°С. Полученные вытяжки кислот титруют 0,02 н. 
раствором едкого натра из микробюретки в присутствии фенол- 
фталеина, защищая раствор от углекислоты воздуха. 

Расчет содержания ди- и трикарбоновых кислот проводят 
по методу, принятому в бумажной хроматографии [138]. 


3.4.7. РАЗДЕЛЕНИЕ УГЛЕВОДОВ 


Метод ТСХ позволяет довольно быстро разделять и определять 
сахара даже при их небольшом содержании в продукте, а раз- 
деленные пятна имеют интенсивную окраску и четко очерчен- 
ные границы. Известны методы разделения углеводов на цел- 
люлозе [182] и силикагеле [106]. 

. Достаточно удовлетворительное разделение сахаров (саха- 
роза, глюкоза, фруктоза, рафиноза) из растительных объектов 
[106] проведено на силикагеле марки КСК с использованием 
в качестве буфера 0,03 молярного раствора ацетата натрия и 
двух систем растворителей, которые указаны в табл. 11. 

Условия приготовления пластинок следующие. 3 г размоло- 
того силикагеля и 0,25 г медицинского гипса, просеянного че- 
рез сито диаметром 0,05 мм, помещают в маленькую фарфоро- 
вую ступку, приливают 12,5—13 мл воды, 0,025—0,03 мл моляр- 
ного раствора ацетата натрия, пестиком быстро и тщательно 
перемешивают содержимое и выливают на пластинку (20Ж 
х16 см), равномерно распределяя суспензию по всей поверх- 
ности. Для полноты высушивания пластинки оставляют при- 
мерно на 12 ч при комнатной температуре, после чего они го- 
товы для анализа. 

Для разделения сахаров используют ступенчатую восходя- 
щую хроматографию. В первой системе растворителей (см. 
табл. 11) удается разделить сахара на три>, ди- и моносахара. 
После подъема фронта растворителей на 9 см от линии старта 
пластинку подсушивают в сушильном шкафу при 50°С или фе 
ном и переносят во вторую систему растворителей, которая раз- 
деляет моносахара — глюкозу и фруктозу. Фронт системы рас- 
творителей должен находиться на расстоянии не менее 15 см. 
Затем пластинку подсушивают в сушильном шкафу при 120°С 
в течение 20—30 мин. Горячую пластинку опрыскивают а-наф- 
толом, растворенным В концентрированной серной кислоте 
(100 мг а-нафтола и 15 мл Н2$0,). Сахара проявляются в виде 
темно-синих пятен. 

Разделенные сахар 
вого пятна в следующе 
биоза, мальтоза, сахароз 


а на пластинке располагаются от старто- 
й последовательности: рафиноза, мели- 
а, глюкоза, фруктоза, ксилоза. 


139 














- Табл ица |] 
Сорбенты и системы растворителей для разделения аминокисл 
и углеводов от 


Разделяе- и 
мые Сорбент Система растворителей СТочник 


вещества Литера- 
Туры 


Амино- | Целлю- н-бутанол-ацетон-аммиак-вода (Г) 20:20:10:4 [178] 
кислоты | лоза | Изопропанол-муравьиная кислота- 
О | 90:5 [178] 
Изопропанол-муравьиная кислота- 
Не Зет ь «| 390:1:5 [178] 


96%-ный этанол-вода.,..... 70:30 |[205, 15] 

н-бутанол-ледяная уксусная кис- 
хота-вода .....,... „| 60:90:50 [205, 15] 

ФЕНОЯ ВОДА ик, | 75405 [15] 





Вторичный бутанол-этилацетат-во- 
а #12 [182] 
н.бутанол-пир Е :3:3 | [182, 15] 
н-бутанол-25% : :1:2 |[82, 15] 














Силика-| Изопропанол-этилацетат-вода фе. :65; [106] 
гель н-пропанол-этилацетат-вода (1) .. : 


Эффективно разделение сахаров в закрепленном слое бу- 
мажной целлюлозы толщиной 0,1—0,2 мм, смешанной с гипсом 
и водой и нанесенной на стеклянные пластинки размером 13Х 
Х18 см (после нанесения пасты пластинки высушивают в тече- 
ние 5—15 ч на воздухе и 40 мин при 104—106°С). Наиболее 
подходящие системы растворителей для разделения сахаров 
в тонком слое целлюлозы указаны в табл. 11. За 5—10 4 при 
20—22°С в восходящем потоке обычно происходит четкое раз- 
деление смеси сахаров [182]. 


3.4.8. РАЗДЕЛЕНИЕ АМИНОКИСЛОТ 


Разделение аминокислот можно осуществить в тонком слое 
целлюлозы или силикагеля как двухмерной, так и одномерной 
хроматографией с использованием различных систем раствори- 


й ВЕ 
а. в двух направлениях на В и. 
используют смесь н-бутанол-ацетон-аммнак-вода (20:20:10 :4), 
а после высушивания в течение 2 ч горячим феном ВИаВодИ 
разделение в другом направлении в кислом раотроратьеиаа 
пропанол-муравьиная кислота-вода Е 1:5). роматотрам 
высушивают и сразу проявляют 0,4%-ным раствором 


рина в ацетоне [178]. 
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ом слое бу: 
ОЙ С ГИПС 
змером 13Х 








Для разделения свободных аминокислот 


продуктах обычно примен а. 
ктах меняют одномерную хроматографию [15 
178, 205]. то зроматографию В» 


3.5. КОЛОНОЧНАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ 


3.5.1. ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ 


Колонка, в которой проводят хроматографическое разделение 
веществ, может быть цилиндрической либо конической формы 
или специальной конструкции, обычно из стекла, реже из не- 
ржавеющей стали, алюминия. Высота колонки от нескольких 
сантиметров до 5—20 м, диаметр от нескольких миллиметров 
до 5—15 см. При всем многообразии форм колонок, применя- 
емых в хроматографии, вполне удовлетворительного разделе- 
ния можно достичь при использовании самых простейших ко- 
лонок, которые состоят из стеклянной трубки с краном на ее 
конце типа бюретки для титрования, укрепленной на штативе. 

Работа колонки может осуществляться либо под давлением, 
(обычно для гель-хроматографии), либо под вакуумом (для 
ионообменной хроматографии). Необходимым условием хрома- 
тографического разделения в колонке является равномерная по- 
дача в нее как анализируемой смеси, так и жидкости, применя- 
емой в качестве проявителя или вытеснителя. Это условие мо- 
жет быть достигнуто периодическим подливанием жидкости 
в верхнюю часть колонки с помощью сосуда Мариотта или спе- 
циальных микронасосов [3, 158]. Обычная скорость потока 
в зависимости от диаметра колонок 0,5—3 мл/мин. Контроль 
за величиной скорости потока на протяжении всего опыта осу- 
ществляют с помощью реометров и ротаметров [3, 158]. 

На рис. 18 изображена простая установка для ЖХ. Это 
стеклянная колонка, в верхней части которой посредством 
шлифа присоединена капельная воронка для растворителя. 
Нижний конец колонки оттянут в капилляр (для уменьшения 
свободного объема колонки и снижения размывания зон разде- 
ляемых компонентов у выхода из колонки) и снабжен краном 
для регулирования скорости потока растворителя. Перед кра- 
ном впаяна пористая перегородка. Колонка вмонтирована 
в термостатируемую стеклянную рубашку. Заполняют колонку 
сорбентом чаще в виде суспензии в том же растворителе, кото- 
рый затем предполагается использовать для разделения. При- 
готовленную суспензию выливают в колонку, сопровождая за- 
полнение легким постукиванием. При этом кран открыт, и рас- 
творитель проходит через колонку, а сорбент жи 
фильтром. Над слоем сорбента в колонке должен находит | 
слой жидкости. После заполнения колонки присоединяют с 
пельную воронку и краном устанавливают определенную ск 
рость протекания растворителя через колонку. 
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Пробу вводят микропипеткой или микрошприцем 
отсоединяют капельную воронку, но кран воронки на 
вают, чтобы не прекратить потока жидкости. Сл Де 
мых веществ сливают в колонку в тот момент, когда слой ми 
ворителя над сорбентом опустится до верхней его границы © 
тем сверху осторожно ‘наливают растворитель до высоты г 
2 см над поверхностью сорбента и поддерживают этот Уровень 


Рис. 18. Колонка для хроматографии и автома- 
тический собиратель фракций: 


1— колонка; 2 — вращающийся коллектор; 3 — микрона- 
сос; 4 — шкаф для управления 


с помощью капельной воронки на шлифе во время разделения. 
Разделение начинается с момента подачи растворителя. Стека- 
ющий из колонки растворитель собирают малыми порциями че- 
рез определенные промежутки времени с помощью специаль- 
ных автоматических коллекторов-сборников фракций, например 
типа СФ-22. Содержимое каждой пробирки подвергают ана- 
лизу, определяя концентрацию компонентов смеси (чаще всего 
определяют оптическую плотность раствора), и строят график 
зависимости концентрации компонента (или оптической плотно- 
сти) от объема прошедшего через колонку раствора. 

Все большее распространение получают непрерывные мето- 
ды анализа, с помощью которых регистрацию разделенных ве- 
шеств у выхода из колонки проводят непрерывно на основе из- 
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мерения электропроводности раствора, коэффициента рефрак- 
В области, ионизации 
использование ПИД 1. ‚ перспективным считается 

В ЖХ разделение зависит от подвижной и неподвижной 
фаз, т. е. от колонки и растворителя. Чтобы получить требуе- 
мое разделение, необходимо правильно выбрать колонку, тип 
сорбента, размер и геометрию его частиц [158, 159, 162, 190]. 

Уменьшения времени удерживания вещества на колонке мо- 
жно достичь за счет увеличения температуры, однако в боль- 
шинстве случаев более эффективным является изменение со- 
става подвижной фазы. С этой целью в процессе анализа мо- 
жно увеличивать ступенчато либо непрерывно полярность под- 
вижной фазы или ионную силу. Такой метод, называемый гра- 
диентным элюированием, или проявлением, спо- 
собствует лучшему разделению веществ. Кроме того, его вы- 
годно применять в тех случаях, когда некоторые из большого 
числа разделенных компонентов сильнее других удерживаются 
на сорбенте и промывание колонки растворителем постоянного 
состава приводит как к большой затрате времени, так и к боль- 
шому разбавлению растворов. К тому же с помощью градиент- 
ного проявления можно избежать появления одного и того же 
вещества в нескольких порциях раствора. В литературе [190] 
имеются более подробные сведения о способе, аппаратуре и те- 
ории градиентного проявления. 

В настоящее время в понятие «колоночная хроматография» 
входит не только цветовская адсорбционная хроматография. 
Принято различать следующие наиболее распространенные спо- 
собы разделения смесей на колонках: распределитель- 
ная (ЖЖХ), адсорбционная (ТЖХ), ионообменная 
и гель-фильтрационная хроматография. . 

Колоночный метод хроматографии позволяет широко варь- 
ировать неподвижную и подвижную фазы, что делает его по- 
истине ‘универсальным. Хроматография в колонках тесно свя- 
зана с ТСХ и обладает многими ее преимуществами, так как 
ив том, и в другом случае используются аналогичные сорбенты 
и возможно разделение тех же классов соединений. „Но коло- 
ночная хроматография большинством исследователей призна- 
ется более перспективным методом из-за возможности автома- 
тизации процесса; именно В колоночном варианте а 
высокоскоростная и высокоэффективная ЖХ [21, 162, 159, 190]. 


3.5.2. РАСПРЕДЕЛИТЕЛЬНАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ 


Основы метода 

В распределительной колоночной хроматографии И 
ная фаза представлена жидкостью, связанной с твердым я 
телем (например, вода, удерживаемая целлюлозой, являетс 
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неподвижной фазой). В качестве подвижной фазы ИСПОЛЬЗук, 
различные жидкости, не смывающиеся растворителем. м 
дыми носителями могут быть силикагель, окись алюминия, — 
зельгур, целлюлоза. За последнее время разработаны ее 
особенно ценные материалы с контролируемой поверхностной 
пористостью типа зипакс и корасил, которые представляют ео 
бой частицы с твердой непроницаемой стеклянной сердцевиной 
и очень пористым поверхностным слоем, имеющим контроли. 
руемую толщину и размер пор. 

По современным представлениям в распределительной хро- 
матографии происходит распределение веществ не между водой 
и несмывающимся в ней растворителем, а между гелем-носите- 
лем и подвижным растворителем [21, 76]. Так, смоченная во- 
дой целлюлоза представляет собой как бы концентрированный 
раствор полисахарида, обладающий некоторыми адсорбцион- 
ными свойствами по отношению к разделяемым веществам. По- 
этому считают, что хроматографический процесс протекает не 
в системе жидкость-жидкость, а в системе гель-жидкость. По 
этой причине при хроматографии на колонках с целлюлозой 
возможно использование смешивающихся с водой растворите- 
лей, таких, как водные растворы низших спиртов (метанол, 
этанол, пропанол) и органических кислот (муравьиная, уксус- 
ная). 


Применение метода 


В принципе этим методом на колонке можно разделить те 
классы веществ, которые могут быть разделены с помощью 
хроматографии на бумаге, т. е и гидрофильные соединения 
(аминокислоты, сахара), и липофильные вещества (жирные ки- 
слоты, алкалоиды). 

Обычно для разделения полярных веществ используются по- 
лярные неподвижные и полярные подвижные фазы. Примером 
такого анализа может служить разделение антоцианов на ко- 
лонке с силикагелем, при котором в качестве неподвижного ра- 
створителя используют 10%-ный водный раствор фосфорной 
кислоты, а в качестве подвижного — смесь н-бутанол-уксусная 
кислота-вода (4:1:5) и фенол-толуол (2:1) — [76]. 

Неполярные вещества разделяются более эффективно при 
использовании неполярной подвижной и полярной подвижной 
фаз. Этот метод с «обращенной» фазой применяют для опреде- 
ления суммарного содержания продуктов окисления жиров и 
фосфатидов, а также рицинолевой кислоты в касторовом масле. 
При этом в качестве носителя неподвижной фазы используют 
слабовулканизированные порошкообразные натуральные кау- 
чуки или синтетические силиконовые вулканизаты, препариро- 
ванные 5% перекиси бензоила; неподвижной фазой служит вы- 
сококипящий бензин, а подвижной — водный раствор ацетона 
[176]. 
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3.5.3. АДСОРБЦИОННАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ 


Основы метода 


В адсорбционной колоночной хроматографии неподвижная 
фаза является твердой (окись алюминия, силикагель и др.). 
В этом случае хроматографическое разделение основано на 
обусловленном адсорбцией распределении компонентов между 
подвижной жидкой и неподвижной твердой фазами. В хромато- 
графии в основном используется обратимая молекулярная (фи- 
зическая) адсорбция, в некоторых случаях возможно слабое об- 
ратимое комплексообразование [3, 158]. 

Тип адсорбента оказывает значительное влияние на разде- 
ление веществ. В ЖХ наиболее часто применяются следующие 
адсорбенты (указаны приблизительно в порядке возрастающей 
активности): диатомит, силикагель, окись алюминия, окись 
магния, активированный уголь. В некоторых случаях для мо- 
лекулярной хроматографии растворов в качестве адсорбен- 
тов используют ионообменные смолы, молекулярные сита [3, 
126]. Активность адсорбента в значительной степени определя- 
ется способом его приготовления, степенью дисперсности. 

Наряду с прочно укоренившимися в практике минераль- 
ными носителями в колоночной хроматографии наметилась тен- 
денция использования различных органических материалов син- 
тетического происхождения: полиакрилонитрила, полиамидов и 
др. [126, 76, 230]. Полиамиды (капрон, перлон, нейлон, ультра- 
мид —в разных странах они выпускаются под разными наиме- 
нованиями) применяют в ЖХ для разделения многочисленных 
веществ: дубильных, фенолов, органических кислот, амидов, 
аминов ДНФ- и динзил-производных аминокислот, сахаров, 
азотистых оснований, нуклеозидов, нуклеотидов, витаминов, ан- 
тиокислителей. 

Преимущества колоночной хроматографии на полиамидах 
заключаются в болышой емкости поглощения по сравнению 
с неорганическими сорбентами типа окиси алюминия или сили- 
кагеля, а также в легкости регенерирования концентрирован- 
ным раствором щелочи. Полиамиды Устоичивы к действию 
большинства органических растворителеи, к концентрирован- 
ным шелочам и разбавленным кислотам, но неустойчивы 
к окислителям и растворяются в концентрированных минераль- 
ных кислотах, феноле, крезоле. 

Хроматография на колонках © полиамидами дает возмож- 
ность применять простые системы растворителей, потому на 
процессы адсорбции и десорбции подчинены в основном о р 
зованию водородных связей. Элюотропный ряд И. 
для полиамидов — вода, этанол, метанол, ацетон, разбавлен- 
ный МаОН, формамид, диметилформамид [76, 230]. а 

Известны различные марки полиамидов: фирмы 
(ФРГ), Зегуа (ФРГ), КТЛ, (Англия) и др. Порошок полиамида 
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можно получить из отходов о оо Произ. 
водства простым и доступным способом в ла ораторных ые 
виях [27]. Отходы капронового производства стирают с и 
лом или стиральным порошком, сушат и обезжиривают КИН. 
чением два раза по 15 мин в смеси хлороформа и дихлорэтана 
(1:1 по объему). Пряжу сушат на воздухе и растворяют в КИ. 
пящей 80%-ной уксусной кислоте (200 2 ПРЯЖИ на [4 кисло. 
ты). Волокно растворяется мгновенно. Для осаждения кап. 
рона вливают тонкой струей воду (около 1,5 л) при энергичном 
помешивании. При этом образуется однородная г 
Кислоту отмывают водой до нейтральной реакции 
ронке Бюхнера, либо в стеклянной хр 

(диаметр 5—10 см). Для удаления во ливают три- 
четыре раза 96% чего сушат до 


ературе. Если 

нице «Универ- 

льченный порошок окончательно 

высушивают при комнатной температуре и просеивают через 
сито с диаметром отверстий 1 мм. 


Применение метода 


Описать все области применения адсорбционной хроматогра- 


нирования липидов и фосфол 


Определение катехинов и лейкоантоцианов 
фракционированием на полиамиде 


Метод основан на экстрак 
яблок и последовательном 


ции катехинов и лейкоантоцианов из 


единений описан на стр. 
мякоти или 10 


мякоти или на | г кожицы) р 
вую чашку и добавляют 2 мл вытяжки из 1 
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Коти (или 1 мл из кожицы). Содержимое фарфоровой чашки 
разбавляют 10 мл воды и переносят в воронку Шота № 2, ко- 
торая вставлена в градуированную пробирку с вакуумным от- 
ростком. - 

Сначала из полиамида дважды вымывают сахара и органи- 
ческие кислоты порциями дистиллированной воды по 10 ил. 
Затем элюируют свободные катехины и лейкоантоцианы 10- 
кратным вымыванием 50%-ным этиловым спиртом по 2 мл до 
общего объема 20 мл. 

Элюацию конденсированных форм катехинов и лейкоанто- 
цианов проводят при одновременной нейтрализации 0,01 н. рас- 
твора КОН в 96%-ном этиловом спирте 0,1 н. раствором соля- 
ной кислоты. Для этого в пробирку с. отростком добавляют 
| мл 0,1 н. раствора соляной кислоты и затем конденсирован- 
ные катехины и лейкоантоцианы вымывают пять раз по 2 мл 
0,01 н. раствором КОН в 96%-ном этиловом спирте до общего 
объема 10 м4. 

В первой фракции определяют содержание свободных кате- 
хинов с ванилиновым реактивом. Для этого | мл элюата сме- 
шивают с 5 мл ванилинового реактива (12 ванилина на 100 мл 
концентрированной НС!). Интенсивность полученного окрашен- 
ного раствора измеряют через 2—3 мин на ФЭК при зеленом 
светофильтре № 2 в кюветах 0,5 см. Для контроля берут 1 мл 
элюата и 5 мл концентрированной НС|. Концентрацию свобод- 
ных катехинов рассчитывают по катехину, как указано в работе 
Г. Б. Самородовой-Бианки [179]. 

Во второй фракции определяют сумму конденсированных 
катехинов и лейкоантоцианов с ванилиновым реактивом. Мето- 
дика их определения такая же, как и для свободных катехинов. 
Пересчет делают по калибровочной прямой, построенной по 
димеру (—)-эпикатехина и лейкоцианидина [179]. Для опре- 
деления концентрации лейкоантоцианов к | мл элюата до- 
бавляют 4 мл смеси н-бутилового спирта и соляной кислоты 
в соотношении 3:1 и выдерживают на кипящей водяной бане 
(96—98°С) 30 мин. Затем измеряют оптическую плотность при 
длине волны 586 нм в кюветах толщиной слоя 0,3 см. В качестве 
контроля берут 1 мл элюата и 4 мл смеси н-бутилового спирта 
и соляной кислоты (3:1), выдерживают при комнатной темпе- 
ратуре в темноте 30 мин, после чего измеряют оптическую 
ПЛОТНОСТЬ. 

Содержание лейкоантоцианов рассчитывают по ива 
вочной прямой [179], построенной по димеру (—) = — 
и лейкоцианидина, обработанного смесью в. ре 
и концентрированной соляной ма в соотношении 3: 
чен а кипящей водяной р . 

и а суммой конденсированных ыы и о 
коантоцианов и количеством лейкоантоцианов буд р 


сумме конденсированных форм катехинов. 
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3.5.4. ИОНООБМЕННАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ 





Основы метода 


В ионообменной хроматографии вместо обычной адсорбции 
происходит адсорбция ионов. Этот метод основан на использо. 
вании для разделения смесей электролитов ионитов или иОНо- 
обменников, способных обменивать свои ионы на ИОНЫ элек. 
тролитов в растворе. Разделение происходит вследствие аз. 
личной способности разных ионов к такому обмену. Процесс 
обмена ионов между ионитами и растворами электролитов 
обусловливается диффузией ионов из раствора к иониту | 
ионита в раствор. При этом обмен ионов происходит экву 
лентно, т. е. из ионита ионы вытесняются в таком же коль 
стве, в каком поглощаются из раствора. 

Этот вид хроматографии позволяет применить весь арсенал 
химических реакций, недоступный при простой физической 
сорбции. Так, в колонку могут быть введены вещества, образу- 
ющие комплексные соединения с поглощенным ионом или ме- 
няющие рН среды, а следовательно, и степень диссоциации по- 
глощенного соединения. 

Ионообменные материалы представляют собой важный 
касс неподвижных фаз, используемых в ЖХ [126, 158]. На- 
иболее часто применяют синтетические ионообменные смолы 
(обычно сополимеры стирола и дивинилбензола): катиониты 
(сильно- и слабокислотные) и аниониты (слабо- и сильноос- 
новные). Свойства ионообменников зависят от наличия в них 
активных групп. Так, наиболее важные сильные катиониты со- 
пержат сульфогруппы (—505 Н+), а слабокислотные — кар- 
боксильные группы (—СОО-Н+). Сильноосновные анионообмен- 
ные смолы обычно имеют четвертичные аммонийные обменные 
группы [-СНМ+(—СНз) СГ], а слабоосновные — такие функ- 
циональные группы, как [-М№+Н (В›) СЕ]. 

Из ионообменников, выпускаемых промышленностью, мо- 
жно указать зарубежные дауэксы и амберлиты; отечественные 


делы  КУ-Ь КУ-2, СДВ, КБ-2, КБ-4. АВЫТ АВ8 АВ-19, 
АН-23 и др. (табл. 19). Е - 


При анализе пищевых п 
различных веществ) 


от 
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Родуктов (для очистки и выделения 
также применяют ионообменники на ос- 
нове углеводов. Перспективным в ионообменной хроматогра- 
фии является использование замещенной целлюлозы (в виде 
хлопьев или порошка) в качестве неподвижных фаз. 
Основные хроматографические разделения с применением 
ионообменных смол проводят в водных растворах или смешан- 
ных растворителях, таких, как вода-метанол. Часто используют 
водные буферные Растворы различных концентраций. Разделе- 


ние и время удерживания Н и ионную 
егулируют, изменяя и 
силу раствора. 1’ - 
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Таблица 12 


аракте 
х р: ристика некоторых ионообменных смол, используем 
, ых в ЖХ 














д 
Тип 
Марка Активные группы ох 
Катиониты: 
сильнокислотные У-1 
К \ —$0:Н 4,5 
КУ-2 —$0,Н 4,8 
КУ-6 —50,Н; —СООН 5.5 
НСФ —503Н 3,0 
СДВ —$О03Н 4,2 
Дауэкс-50 —$03Н 4,0 
Амберлит 1К 120 —$03Н 4,5 
Амберлит 200 —$03Н 5,0 
слабокислотные ... КБ-4 —сСоон 8 и: 5 
‚5—9, 
КН —соон 6,0 
КМ —СООН Тб 
Амберлит 1ВС:50 —СООМа 10,0 
Дуолит СС-3 —СООМа 7,0 
Аниониты: 
сильнооснозные ... АВ-17 мну 4,3 
АВ-18 У 3,0 
АВ-19 —Ю(СНЭз 3,0 
+ 
Дауэкс-1 —М(СНэ)з 3,2 
Амберлит 1ВА-40 —СН.М(СН.з)зС1 3,0 
слабоосновные АН-18 =№ =МН 3,6 
Дауэкс-3 —мН(КСГ 5,5 
Амберлит 1-45 —МН. 6,8 
ЭДЭ-10п —МН»; =МмМН 8,5—10 


Относительная избирательная сор 
или ином сорбенте зависит 
растворителя и сорбента, 
РН среды и условий проведен 
боты с ионообменниками явл 
менту и регенерация после обра 





от природы разде 
концентрации раств 
ия опыта. Важными стадиями ра- 


яются их подготовка к экспери- 
ботки [158]. 


бируемость ионов на том 
ляемых веществ, 
оров, величины 
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Применение метода 


: о. в 
Ионообменная хроматография — это проетейший и Наиболь 
эффективный способ разделения веществ, молекулы 


Котор», 
могут диссоциировать в растворе с образованием либо оо 
тельно, либо отрицательно заряженного иона. Это особенно 
важно для решения многих биохимических проблем. Ио 100б- 
менная хроматография широко используется как метод разде. 
ления и выделения веществ, предшествующих их количестве {- 
ному определению. Нередки случаи, когда количестве ные 


определения веществ были невыполнимы без их предваритель. 
ного хроматографического разделения на ионообменных колон- 
ках. 

Кроме молекулярных и ионообменных сорбентов, приме. 
няют синтетические ионообменники с окислительно-восстанови. 
тельными свойствами [158]. 

Разделение смеси ионов может быть осуществлено методом 
осадочной хроматографии, которая основана на обра- 
зовании труднорастворимых осадков в определенном порядке, 
обусловленном их растворимостью [158]. Метод осадочной хро- 
матографии используют, например, при определении солей тя- 
желых металлов в молочных продуктах [82]. 








Выделение и метилирование жирных кислот 


Методика выделения и метилирования на ионообменной смоле 
свободных жирных кислот, разработанная Н. А. Головкиным 
и Р. Л. Перкель, представляет модификацию метода Хорнш- 
тейна [40]. 

Поглощение свободных жирных кислот из жирового экст- 
ракта производится в динамических условиях на колонке 
с сильноосновным амберлитом ИРА-40|] в бикарбонатной 
форме. 

Зарядка 

смолы: —М (Вз) С1-+-МаНСО,— —мМ (Кз) НСО - Мас. 

Приготовление ионообменной смолы. 50.2 амберлита ИРА- 
401 выдерживают 10—19 чв4н. растворе НС! в кониче- 
ской колбе емкостью 500 мл, после чего промывают водой до 
нейтральной реакции и перемешивают с 200 мл 1н. раствора 
бикарбоната натрия в течение 30—40 мин. Полученную смолу 
в бикарбонатной форме промывают сначала несколькими пор- 
циями дистиллированной воды до нейтральной реакции по уни- 
версальному индикатору, затем тремя порциями 96%-ного эта- 
нола для замещения воды и тремя порциями смеси эфира н 
96%-ного этанола Е Смолу хранят под указанными рас- 
творителями в холодильнике при температуре от 0 до —2°С. 

Подготовка ионообменной колонки. В колонку диаметром 
9 мм и высотой 16—20 см наливают 3—5 мл смеси эфира и 
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этанола (1 :10), помещают тампон из стеклянной ваты 
приливают амберлит в бикарбонатной форме суспендирован- 
ный в той же смеси, до получения слоя 15 см и сверху поме- 
щают второй тампон из стекловаты. Е те 
: Поглощение свободных жирных кислот на колонке. 
К 50 мл раствора жира в четыреххлористом углероде до- 
бавляют 2 мл стандартного 1%-ного раствора тридекановой 
кислоты в Том же растворителе (который используют в каче- 
стве внутреннего стандарта при последующем количественном 
ГХ-анализе жирных кислот) и 50 мл 964%-ного этанола. Смесь 
тщательно перемешивают и пропускают через колонку со ско- 
ростью около 1 мл/мин для поглощения свободных жирных кис- 
лот: —М(В)зНСО:+ВСООН-—М (В) :ОСОК-+Н2СОз. Смолу 
промывают от жира вначале 30 мл смеси четыреххлористого 
углерода и абсолютного спирта (1:1), затем 20 мл четыреххло- 
ристого углерода. 

Колонку промывают абсолютным метанолом, который обя- 
зателен в случае применения для метилирования хлористого 
водорода, а при использовании йодистого метила он может 
быть заменен абсолютным этанолом. После промывания ко- 
лонки зерна смолы слегка подсушивают воздухом, используя 
водоструйный насос, верхний тампон удаляют пинцетом и смолу 
переносят в широкую пробирку с притертой пробкой диамет- 
ром 29 мм. 

Метилирование жирных кислот на ионообменной колонке. 
Для метилирования жирных кислот существуют два способа. 

Способ 1: —М(®)зОСОВ+СНзОН-+НСГ * —М (В) СИ 
+СНзОСОВ-Н.О. 

Для метилирования поглощенных смолой кислот ее зали- 
вают 5 мл 5—7%-ного метанольного раствора хлористого водо- 
рода, перемешивают до полного удаления пузырьков углекис- 
лого газа и оставляют в покое на 30 мин, после чего вновь 
тщательно перемешивают. Метанольный раствор переливают 
в делительную воронку с хорошо пришлифованным краном и 
смолу промывают двумя порциями эфира по 10 мл, сливая 
промывные растворы в ту же воронку. Затем в воронку при- 
бавляют 20 мл холодной дистиллированной воды, содержимое 
ее тщательно перемешивают, водный слой удаляют, а эфирный 
раствор метиловых эфиров жирных кислот одновременно нейт- 
рализуют и высушивают смесью 2 г безводного ег = 
натрия и 12 бикарбака та натрия. Раствор осторожно упари- 
вают и используют для ГХ-анализа. 

Способ р "АМ (®)зОСОв+СНЫ— —М(®) 1+ СНзОСОК, 

К смоле добавляют 4—5 мл 10%-ного раствора Йодистог 

сутки для метилирования 
Метила в н-пентане и оставляют на су аа 
жирных кислот. По окончании выдерживания АЯ к #6 
перемешивают, надосадочную жидкость сливают > ея ее 
бирку и смолу промывают несколькими миллилитр 
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или эфира. Объединенные растворы метиловых эфиров а 
кислот осторожно упаривают при комнатной температуре, "Ух 


После 
чего они готовы для ГХ-анализа. 

Определение аминокислот 

Ионообменную хроматографию наиболее широко Используют 


для анализа аминокислот [56, 109, 154]. Кислые и оксиамино- 
кислоты, проявляющие наименьшее сродство к катионообмен. 
ной смоле, вымываются из колонки первыми, следующими Элю- 
ируются нейтральные, а затем ароматические аминокислоты. 
Более сильно связываются смолой основные аминокислоты, 
для вымывания их из колонки используют другой, менее кис. 
лый буферный раствор. При одноколоночном методе обычно 
дважды заменяют буферные растворы с различными значени. 
ями ионной силы и РН. Чтобы ускорить хроматографический 
процесс, применяют две колонки разных размеров, нап имер: 
«большую» колонку 150Ж0,9 или 69.0,9 см для анализа КИС- 
лых и нейтральных аминокислот при использовании двух бу- 
ферных растворов, сменяемых один на другой в середине ана- 
лиза; «малую» колонку 15Х0,9 или 230,9 см для анализа ос- 
новных аминокислот при использовании третьего буферного 
раствора с более высокой величиной РН. 

ирокую популярность ионообменная хроматография ами- 
нокислот получила с появлением аминокислотных анализато- 
ров, позволяющих автоматизировать почти все стадии анализа, 
за исключением подготовки пробы и количественного расчета 
содержания аминокислот в исследуемом образце, причем тех- 
ника подсчета также может быть автоматизирована [154]. 

ри изучении состава свободных аминокислот навеску из- 
мельченного продукта (3—5 г’мяса или рыбы и 5—10 г муки 
или овощей) обрабатывают четыре-пять раз 80%-ным этило- 
вым спиртом (продукты 
(растительные продукты) 
читель, а гомогенаты 








добавить фенол и каприловую кислоту. 
аминокислот на колонке используют 


-2 или импортные смолы Дауэкс-50, 
Зео`Карб-215, Зео-Карб-255 и др. [167]. Электронейтральные 
молекулы (например, сахара) и анионы в колонке не задержи- 
ваются, а аминокислоты и катионы адсорбируются ионообмен- 
ными смолами. Колонку промывают 30—40 мл воды, которую 
отбрасывают, а аминокислоты элюируют, пропуская через Ко- 
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твор аминокислот упаривают досуха в вакууме мл/мин. Рас- 
ной бане, добавляют 15—20 мл воды и еще а или на водя- 
= до удаления следов аммиака. ды повторяют 

ри общем анализе аминокис; 

лот. Навеску измельченного продукта, содержащую пы 
белков, в присутствии 6 н. НС! подвергают гидролизу в с мг 
ной. запаянной ‘ампуле путем нагревания: в Е 24 Пр 
110—120°С. После охлаждения гидролизат фильтруют, о 


:9 





Рис. 19. Хроматограмма аминокислотного состава 
краснокочанной капусты, полученная на автомати- 
ческом аминоанализаторе [98]: 


1— лизин; 2— гистидин; 3 — аммиак; 4 — аргинин; 5 — ас- 
парагиновая кислота; 6 — треонин; 7 — серин; 8 — глутамино- 
вая кислота; 9 — пролин; 10 — глицин; 1/ — аланин; 12 — цис- 
тин; 1/3— валин; 14 — метионин; /5— изолейцин; 16 — лей- 
цин; 17 — тирозин; 18 — фенилаланин; 19 — \-аминомасляная 


кислота 


гоняют под вакуумом, несколько раз промывают дистиллиро- 
ванной водой до полного удаления запаха хлористого водорода. 
Упаренный досуха гидролизат растворяют в 10 мл натрийцит- 
ратного буфера с рН 2,2 и используют для анализа. 
Автоматические аминоанализаторы позволяют с минималь- 
ными затратами ручного труда провести анализ аминокислот- 
ного состава белковых гидролизатов .или выделенных из про- 
дуктов смесей свободных аминокислот. Элюирующие буферные 
растворы вымывают из ионообменных колонок фракции амино- 
кислот, обнаружение которых основано на широко ее -^ 
цветной реакции @-аминокислот с нингидрином. При я 
ном режиме работы анализатора к жидкости, вытекающей 


колонки с малой скоростью (20—130 мл/ч), ее 
й й ог 
рованный нингидриновый реагент и смесь подогр. 
е : словиях постоянной скорости 


100°С для аски. ВУ 
развития окр : пн 
потока жидкости интенсивность окраски р Ета 
меряется проточным колориметром и регистрируе 
цем в виде кривой (рис. 19). 
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Содержание аминокислот в пробе рассчитывают по 
дям пиков (см. стр. 61—63), причем точность определения ОЕ 
чества вещества зависит от формы пика. Наилучшие Результаты 
получаются в тех случаях, когда симметрия пика приближается 
к гауссовой форме. В целях гарантии достоверности результа. 
тов анализа рекомендуется подсчитывать площади таких ги. 
ков, у которых отношение высоты впадины над фоновой линией 
к высоте пика не превышает 0,40. Для ускорения подсчета п 
щадей пиков могут быть использованы электронные и механи- 
ческие интеграторы. Разрабатываются методы автоматического 
расчета концентрации аминокислот в пробе, например только 
по высоте пика [154]. 

Чтобы определить количество каждой аминокислоты в абсо- 
лютных единицах, строят калибровочный график по лейцину, 
Так как продукты реакции разных аминокислот с нингидрином 
несколько различаются по интенсивности окраски (при одина- 
ковой концентрации аминокислот), в расчетную формулу вво- 


дят так называемый коэффициент цветности, или цветовой вы- 
ход [138, 246]. 


площа. 


ло- 


3.5.5. МОЛЕКУЛЯРНО-СИТОВАЯ (ЭКСКЛЮЗИОННАЯ, 
ИЛИ ГЕЛЕВАЯ) ХРОМАТОГРАФИЯ 


Основы метода 


Молекулярно-ситовая хроматография, широко применяемая для 
разделения белков [4, 7, 59, 186], позволяет фракционировать 
смеси веществ по размеру их молекул при использовании рав- 
номерного высокопористого неионогенного геля. Молекулы раз- 
деляемых веществ в зависимости от их размеров распределя- 
ются между свободным (подвижным) растворителем и непод- 
вижным растворителем, заполняющим полости пористых частиц 
набухшего геля. Скорость прохода молекул через «гелевое 
сито» зависит от их способности проникать в гранулы и удер- 
живаться в них. 

Иными словами, время пребывания вещества в колонке со- 
ответствует скорости диффузии: молекулы вещества должны УС- 
петь проникнуть в доступную для них область (гранулы). Раз- 
меры и количество таких гранул определяются степенью сшивки 
геля, т. е. его способностью к набуханию. 

В основе этой разновидности ЖХ, называемой чаще всего 
гель-хроматографией, лежит принцип эксклюзии, в соот- 
ветствии с которым для данного вещества оказывается достуип- 
ной лишь часть геля, причем, чем меньше размеры молекул, 
тем легче они проникают в гранулы и прочнее т ИЕ 
в сетке набухшего полимера. Молекулы, превышающие а 
ленные параметры, не проникают в гранулы и элюирую 
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в первых Фракциях вместе со свободным объемом раствори- 
теля. Молекулы, проникшие в гранулы геля, элюируются по- 
следующими фракциями растворителя по мере уменьшения раз- 
меров их молекул, причем самые мелкие молекулы выходят 
из колонки последними [59, 162]. Е а 

Однако эксклюзионный принцип этого вида хроматографии 
считается не вполне доказанным [154], а ситовой эффект и ис- 
пользование геля послужили основанием для закрепления бо- 
лее распространенных названий. 

В зависимости от вида геля ситовую хроматографию под- 
разделяют на гель-проникающую, которая осуществляется 
на липофильных полимерах, набухающих в органических рас- 
творителях, и гель-фильтрационную, основанную на 
использовании гидрофильных гелей. 

В качестве носителя в гель-фильтрационной хроматографии 
наиболее широко применяется сефадекс. Это торговое название 
«сшитого» декстрана — высокомолекулярного полисахарида, по- 
лучаемого микробиологическим путем из сахарозы и состоящего 
из остатков глюкозы. Высокое содержание в декстране гидрок- 
сильных групп делает его очень гидрофильным. «Сшивку» дек- 
страна проводят эпихлоргидрином в щелочной среде. Получают 
гель декстрана (сефадекс) в виде гранул определенных раз- 
меров. 

Фирма РВагтаса Ете Снеписа!з А, В, Упсала (Швеция) 
выпускает 8 типов сефадекса —от @-10 до (-200, различаю- 
щихся по ‘степени набухания. Для разделения мышечных гло- 
булярных белков и пептидов с молекулярным весом от 4000 до 
150000 наиболее пригоден сефадекс С-100. Моносахариды хо- 
рошо разделять на сефадексе @-10 [59]. Гель выпускают 
в виде порошка, но он сохраняется и в набухшем состоянии 
в колонке, если в качестве консерванта в буферный раствор 
добавить 0,02% азида натрия. 

При хроматографировании набухшим гелем заполняют ко- 
лонку длиной 20—250 см и диаметром 20—50 мм, вносят обра- 
зец и при постоянной скорости элюируют растворителем фрак- 
ции разделяемых веществ. Анализ распределения веществ 
в элюате можно проводить разными способами: измерением по- 
глощения в УФ-области спектра, по сухому остатку, ЕТ. 
мощью цветных реакций [59]. Выход белков из р аь 
контролируют по оптической плотности элюатов при х не 
иногда при 230 или 310 нм. Характеристикой каждого ен 
для конкретных условий опыта служит время и и 
определяемое временем, прошедшим от начала Е жене 
мента выхода максимума пика, т. е. максимальной опт а" 
плотности. Количественный анализ веществ основан на том, 

ограмме пропорциональна 
площадь каждого пика на хроматограму“ понента". смеси 
концентрации соответствующего этому ей 


(см. стр. 61—66). 


























































Хроматография белков на молекулярных ситах 


Белки извлекают из продукта фракционированием по раствор. 
мости их в различных растворителях. Экстракцию белков п ы 
водят либо непосредственно из навески измельченного Продукта 
либо после предварительного обезвоживания и обезжиривания 
его путем обработки холодным ацетоном температурой —10°С 
при соотношении 1:10 и более, в зависимости от содержания 
влаги и жиров в объекте исследования [4]. Затем ацетон от. 
фильтровывают, а продукт сушат в вакууме при комнатной тем. 
пературе. Выделенные по растворимости фракции белков хро- 
матографируют на молекулярных ситах [9, 38, 186, 187]. 





7 и 09 0 шт ‘би иш 78 20 20 ум 
а 
Рис. 20. Хроматограммы миофибриллярных (а) и саркоплазматических (б) 


белков живого карпа [9]: 


1-= актомнозин+миозин; 2— ф-актин; 3 — г-актин+тропомиозин; 4— глобулин; 5— мно- 
ген; 6 — мноальбумин; 7 — низкомолекулярные азотистые вещества 


Экстракция мышечных белков проводится следующим обра- 
зом [232]. К 10—15 г измельченной рыбы, мяса или другого 
белкового продукта животного происхождения (к 242 066е3- 
воженной и обезжиренной навески) приливают 50 мл охлаж- 
денного фосфатного буфера с рН 7,5 и ионной силой 0,05. 
Смесь гомогенизируют в течение 3 мин с перерывами по 10 сек 
через каждую минуту и оставляют в холодильнике на 14—16 ча- 
сов. Затем гомогенат центрифугируют 30 мин при 6000 об/мин 
и температуре 0—4°С. Жидкость сливают, а остатки в пробир- 
ках еще дважды подвергают обработке таким же буфером. Все 
декантаты объединяют, фильтруют и доводят буфером объем 
до 250 мл. 

В экстракте находятся саркоплазматические белки и низко- 
молекулярные азотистые вещества. Остатки тканей подвергают 
гомогенизации в 50 мл охлажденного фосфатного буфера с РН 
7,2 и ионной силой 0,5 и аналогично саркоплазматическим бел- 
кам выделяют миофибриллярные белки, переходящие в раствор. 
Остаток тканей гомогенизируют в 50 мл охлажденного раствора 
0,1 н. МаОН описанным выше способом. В экстракте получают 
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снатурированные белки. Остаток тканей содержит белки стромы 
коллаген и эластин), количество которых можно определить 
по присутствующему в них оксипролину. ь 

Содержание белков (№Ж6,25) в каждой фракции опреде- 

“ общепринятыми методами, например по ею. ИЛИ 
в модификации Конвея. Для определения небелкового азота 
навеску продукта обрабатывают фосфатным буфером с рН 7,2 
п ионной силой 0,5. Белки в экстракте осаждают 5ф-ным рас- 
твором трихлоруксусной кислоты. 

Хроматографическое разделение мышечных белков проводят 
на сефадексе @-100, который предварительно замачивают в фос- 
атном буфере и оставляют на трое суток для набухания. 
Набухшим сефадексом заполняют колонку (лучше размером 
60х9,5 см) и в течение суток пропускают через нее буфер со 
скоростью 30—35 мл/ч. После этого осторожно наслаивают пи- 
петкой 4—5 мл экстракта, содержащего 5—10 ме белков. По 
окончании полного впитывания белкового экстракта пропускают 
буферный раствор и с помощью автоматического фракциони- 
рующего коллектора в течение 8—10 ч собирают элюат в про- 
бирки по 5 мл. Оптическую плотность элюатов измеряют на 
спектрофотометре при 980 нм против буферного раствора, вы- 
текающего из колонки в первую пробирку. На основании по- 
лученных результатов строят кривую (рис. 20). 

В качестве растворителей для элюирования белков из Ко 
лонки используют фосфатные буферы с РН 7,5 и ионной си- 
лой 0,05 (0,00338М. КН.РО4-+0,0155М Ма›НРО.) и с РН ра 
и ионной силой 0,5 (получают добавлением к первому раствору 
хлористого калия до концентрации 0,45 мкс). 

Количественное соотношение фракций белков в продукте оп- 
ределяют отношением площади каждого пика к суммарной пло- 
щади всех пиков хроматограммы. Приемы расчета площадей 
пиков изложены на стр. 61—63. 

+ # 
# 
ледования пищевых продук- 


Хроматографические методы исс 
лярными и находят все 


тов в настоящее время стали очень попу 
более широкое применение. 











ЛЮМИНЕСЦЕНТНЫЕ МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ 
ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ 


4.1. ОСНОВЫ МЕТОДА 


Люминесценцией называют свечение атомов, ионов, молекул 
и других более сложных частиц вещества, которое возникает 
в результате перехода в них электронов при возвращении из 
возбужденного состояния в нормальное. Чтобы вещество на- 
чало люминесцировать, к нему необходимо извне подвести оп- 
ределенное количество энергии. Частицы вещества, поглощая 
энергию, переходят в возбужденное состояние, пребывая в нем 
некоторое время. Затем они возвращаются в состояние покоя, 
отдавая при этом часть энергии возбуждения в виде квантов 
люминесценции. 

Свечение, возникающее под действием световых лучей оп- 
тического диапазона ультрафиолетовых (УФ) и видимых частот, 
носит название фотолюминесценции, которая в зависимости от 
вида возбужденного уровня и времени пребывания в нем под- 
разделяется на флуоресценцию и фосфоресценцию [19]. 

Флуоресцен ция — это вид собственного свечения веще- 
ства, которое продолжается только при облучении. Если источ- 
ник возбуждения устранить, то свечение прекращается мгно- 
венно или спустя не более 0,001 сек. 

Фосфоресценцией называют собственное свечение вс- 
щества, которое продолжается после отключения возбуждаю- 
щего света. 

Для исследования пищевых 
флуоресценции. 

помощью люминесцентного анализа (ЛА) можно обна- 
ружить в исследуемом образце присутствие вещества в кон- 
центрации 10-1! г/г. Качественный и количественный ЛА исполь- 
зуют для определения некоторых витаминов в пищевых про- 
дуктах, содержания белков и жиров в молоке, исследования 
свежести мяса и рыбы, диагностики порчи овощей, плодов и об- 
наружения в продуктах питания консервантов, лекарственных 
препаратов, канцерогенных веществ, пестицидов. 

При проведении ЛА учитывают основные закономерности, 
присущие молекулярному свечению [19]. Например, закон не 


продуктов используют явление 
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зависимости спектра люминесценции от 
дающего света позволяет пользоваться 
тельно широкими спектральными 
вторичного поглощения. 

Согласно правилу Стокса—Ломмеля, спект 
лом и его максимум всегда сдвинуты по сравн 
поглощения и его максимумом в сторону длинных волн 
(рис. 21). Закон Стокса—Ломмеля строго выполняется для 
большинства веществ, причем сдвиг спектров люминесценции 
относительно спектров поглощения дает возможность 


ДЛИНЫ Волны возбуж- 
ДЛЯ возоуждения сравни- 
участками при отсутствии 
р излучения в це- 
ению со спектром 
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Рис. 21. Спектры поглощения (П) и люминесценция (Л) 
красителя родамина 6Ж в ацетоне [120] 


ровать рассеянную часть возбуждающего света, примешиваю- 
ег есценции. 
Е о роб аЗоваАнЯ возбужденной энергии в р 
ценцию характеризуют понятием «энергетический и -_ 
Излучаемая энергия по сравнению с поглощаемой у ты 
стигать 80—90%. С. И. Вавиловым установлено, что Е лох 
несценции возрастает пропорционально длине а: а 
щего света, затем в некотором спектральном тя и — 
постоянным, а в области наложения а: щ } 
минесценции начинает быстро падать (рис. 29, т т 
Понятие «квантовый выход» (Вь») пе а 
квантов преобразуется в люминесцентные ты м. 
оптимальных условий проведения опыта шир а 
закон С. И. Вавилова, по которому ее а 
ПООДОИННЕЫ В. т ее - от, выход 
з:ередяем в. Водее_д мину, И аа ава во3- 
люминесценции резко уменьшается, если д. _ 


























- 59 б 
буждения преобразуются в короткие (рис. 22, 6). В ЛА необ. 


ходимо учитывать, что избыточная энергия Коротковолновы} 
интенсивности люминесценции (И; 
квантов не увеличивает Л). 

При расшифровке спектров люминесценции принимается во 
внимание установленное В. Л. Левшиным [120] правило зер- 
кальной симметрии спектров поглоще тия 
и излучения, которое выполняется для 
многих веществ (см. рис. 21). 

ИЛ при заданных условиях возбужде- 
ния определяется числом излучающих 
центров вещества, т. е. его концентра- 
цией. Однако ИЛ пропорциональна кон- 
центрации люминесцирующего вещес 
только в тех случаях, когда содержимое 
его в растворе не превышает 10——10- 
г/мл. При более высоких концентрациях 
в растворе наблюдается концентрацион- 
ное «тушение», называемое также «само- 
кф тушением», которое может уменьшить 

ИЛ [128]. Факт концентрационного «ту- 
шения» можно установить разбавлением 
раствора. 

«Тушение» люминесценции вызывается 
также наличием посторонних примесей. 
Нелюминесцирующие примеси, перехва- 
тывая энергию как возбуждения, так н 
люминесценции, изменяют ИЛ вещества. 

2 100 20 30 40 50 дум Если примесь люминесцирует, то своим 

Й свечением она создает фон, искажающий 
Рис. 90. Зависимость Результаты исследования. В таких слу- 
энергетического (а) и Чаях до проведения ЛА исследуемый 
квантового (6) выхода продукт очищают от примесей осажде- 
о нием, экстракцией, хроматографией_ . 
от длины волны возбуж- ДРУГИМИ методами. Целесообразно ПА 
дающего света, Закон обезгаживание продукта, так как некото- 

С. И. Вавилова [19] рые газы, особенно кислород, могут «ту- 

шить» люминесценцию. 

У многих флуоресцирующих растворов наблюдается «туше- 
ние» при повышении температуры, называемое «температурным 
тушением». С понижением температуры возрастает ИЛ и улуч- 
шается структура спектра. В ряде случаев соединения, не 
люминесцирующие при комнатной температуре, начинают лю- 
минесцировать при низкой температуре. В практике научных 
исследований широко применяется жидкий азот. Для разделе- 
ния канцерогенных веществ, в частности бензпиренов, зареко- 
мендовал себя метод квазилинейчатых спектров флуоресценции 
при низкой температуре, разработанный Э. В. Шпольским. Вы- 
сокая точность анализа получена при определении ароматиче- 
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ских многоядерных углеводородов по квазилинейчатым спект- 
х ам в замороженных при температуре жидкого азота н-парафи- 
-0 ‚ В новых растворах. 
‚ В ЛА применяют фотовозбуждение, освещая исследуемый 
объект коротковолновой частью видимого спектра (фиолетовыми 
и синими лучами с диапазоном волн 380—485 нм) или УФ-ра- 
диацией, чаще в диапазоне длинноволнового ультрафиолета 
(320—380 нм) и реже в диапазонах средне- и коротковолнового 
ультрафиолета (280—320 и 200—280 нм). 

Красные и инфракрасные лучи в диапазоне 700—1000 нм, 
возможно, в будущем найдут применение в ЛА. В некоторых ра- 
ботах [60, 128] показано, что различные вещества, ив том чи- 
сле пищевые, продукты, обладают красной и инфракрасной лю- 
минесценциеи. 

Чтобы свет источника в видимой области спектра не мешал 
наблюдению и измерению люминесценции, его обычно убирают 
с помощью специальных светофильтров, пропускающих возбуж- 
дающее излучение и поглощающих мешающую часть 
спектра. 























ых В ЛА наибольшее распространение в качестве источников 
ЦИОННОГ света получили ртутные лампы, основанные на использовании 
азбавле тазового разряда в парах ртути. Так как по закону Стокса— 
Ломмеля спектр люминесценции всегда сдвинут в сторону длин- 
НИ ВЫЗЫВАЕТСЯ ных волн по отношению к спектру поглощения, для возбужде- 
их примесей, ния люминесценции чаще используют длинноволновую УФ-об- 
еси, пере) ласть спектра, выделяя отдельные участки этого спектра с по- 
дения, тах 1 мощью светофильтров марок УФС, называемых также «черными 
т 1е16С7В8 стеклами», которые изготовляют из стекла, окрашенного окисью 
ГЛ веше ы никеля. Светофильтры УФС непрозрачны для большей части 
с а видимого спектра, но хорошо пропускают УфФ-лучи. Стекло 
искажают, УФС-1 выделяет область спектра от 250 до 400 нм. Фильтр 
таких и УФС-2 пропускает лучи с длиной волны от 270 до 330 нм. Све- 
следуем, тофильтр УФС-3 (стекло Вуда) выделяет спектральный участок 
‚ей сай от 320 до 400 нм с максимумом пропускания около 360 ет 
графие". Е Фильтр УФС-4 характеризуется областью пропускания от о 
азНо такж* до 390 нм. Иногда применяют жидкие С га 
ак некоте творов неорганических солей — КСгОь Си$0, №50, (050% 
ве с) 
‚мот Е Е все марки «черных стекол» пропускают длинновол- 
а новую радиацию, начиная от 650 нм, к которой п 
ется Ури некоторые люминесцентные приборы с фотоэлементами. — 
пера” лу" устранения этой области спектра используют м Е. 
ИЛ я светофильтров, предусматривающий установку допо: | 
они" к так называемого вторичного светофильтра перед фотоэлемен 
р ВЮ ых том прибора. Хорошо поглощают длинноволновую радиацию 
г. и вторичные жидкостные светофильтры, состоящие из водного 
я добавлением водного раствора 


раствора сернокислой меди с 
аммиака. 
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42 ОПРЕДЕЛЕНИЕ ДОБРОКАЧЕСТВЕННОСТИ 
`` ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ 


Визуальные наблюдения за цветом оо МОГУТ быть 
использованы для диагностики порчи плод Щей, опреде. 
ления сорта муки и мяса, обнаружения мы молочных про- 
дуктов, пищевых жиров, установления безвредности некоторых 
продуктов питания. 

Здоровый картофель на разрезе имеет желтую Флуоресцен. 
цию, которая при поражении картофеля фитофторой становится 
интенсивно голубой, при подмораживании — беловатой, при по- 
ражении кольцевой гнилью — зеленоватой, при появлении вирус- 
ных заболеваний — разного цвета преимущественно в сосудистой 
части клубня. Лимоны и апельсины имеют желтую флуоресцен- 
цию с голубоватым оттенком, мандарины — темно-оранжевую 
с фиолетовым оттенком. При поражении голубой плесенью по- 
является темно-синяя флуоресценция в виде пятен в местах по- 
ражения [60]. : 

Изменение цвета флуоресценции свежих плодов и овощей 
позволяет обнаружить начало порчи их на очень ранней стадии, 
неуловимой другими методами. ЛА может быть эффективным 
при сортовом отборе плодов и овощей, направляемых на хра- 
нение, а также предназначенных для длительного транспортиро- 
вания или консервирования. В последнем случае резко сокра- 
щается брак консервов [128]. 

В южных районах применим простейший солнечный люмино- 
скоп «с черным стеклом», отфильтровывающим УФ-радиацию 
из солнечного света. 

Изменение цвета люминесценции позволяет выявить некото- 
рые дефекты пищевых продуктов. Присутствие СузЯсегсиз се|- 
Шозае и СузИсегсиз Бо\15 в мясе обнаруживается по ярко-ро- 


цвета, молоко от коров с больным выменем, а также молоко с 
добавлением соды или 15% воды флуоресцирует бледными жел- 
товатыми тонами. Молоко кобылиц имеет голубую и синюю лю- 
минесценцию. По цвету флуоресценции можно выявить случаи 
фальсификации молока и диагностировать мастит [142]. Мето- 
дом флуоресцентной микроскопии обнаруживается присутствие 
в молоке бактерий группы кишечной палочки, обладающих 
сильной зеленовато-желтой флуоресценцией. Для усиления конт- 
раста добавляют конго-рубин или аголитмин. Наличие тубер- 
кулезных бацилл в молоке выявляется по характерной флуорес- 
ценции их в виде ярко-желтых палочек на темном фоне. Сыр 
С несозревшим тестом флуоресцирует на разрезе желтым цве- 
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бы № том. При созревании сырного теста флуоресценция приобретает 
{1 ИГ оттенок от серо-синего до фиолетового. › 

Некоторые различия по цвету люминесценции имеют расти- 
тельные масла. Флуоресцентным методом можно обнаружить 
примесь минеральных масел в растительных. Топленые живот- 
ные жиры (говяжий, свиной, бараний) не флуоресцируют, ко- 
ровье масло имеет канареечно-желтую флуоресценцию, а мар- 
гарин — голубую. Этот признак позволяет определить простым 
методом примесь маргарина в животных жирах [60]. 

ЛА позволяет установить степень окисленности пищевых жи- 
ров [85, 107]. В пробирку из нефлуоресцирующего стекла по- 
мещают 3—4 мл исследуемого масла, добавляют такое же коли- 
чество дистиллированной воды и 3—4 капли 10%Ф-ного водного 
раствора аммиака. Интенсивно встряхивают и центрифугируют 
до четкого разделения в пробирке водной и жировой фаз. Лю- 
минесценцию определяют с помощью прибора ОЛД-41. В по- 
токе УФ лучей наблюдают свечение водного слоя. При содер- 








ще жании окисленных веществ более 1% происходит отчетливое 
ВЕ | 
Ранней стадии голубое свечение, от 0,5 до 1% — зеленоватое свечение с голубо- 
› эффективных вато-дымчатым оттенком; если содержание окисленных веществ 
яемых на те не превышает 0,5%, то появляется зеленая люминесценция 
же: < 107]. 
транспортиро- пот 


Наблюдением за цветом флуоресценции муки можно опреде- 
лить ее сорт, вид и наличие в ней вредных примесей. Оболочки, 
алейроновый слой и зародыш зерновки пшеницы и ржи имеют 


резко сокра- 


1НЫЙ ЛЮМИНО- более интенсивное синее свечение по сравнению с эндоспермом 
УФ-раднацию [128]. Следовательно, чем ниже сорт муки, тем более яркой 

флуоресценцией обладает продукт. Разные виды муки также 
вить некото“ различаются по цвету свечения. Ячменная мука имеет матово- 
‚Нсегсиз се! белую флуоресценцию, гороховая — розовую, соевая — сине-зе- 
по ярко-ро- леную. Частицы спорыньи Флуоресцируют темно-оранжевым 
словлена цветом. Мука с наличием спорыньи приобретает фиолетовое 
20 мерцающее свечение. На цвет и интенсивность флуоресценции 


влияют и другие факторы. Например, при высушивании пше- 
ничной и ржаной муки флуоресценция изменяется от блестя- 
щей голубой до желтой. При хранении зерна и муки появляются 
различные оттенки в цвете флуоресценции. р р 

Визуальным наблюдением за люминесценцией можно харак- 
теризовать степень свежести яичных продуктов. Например, 
свежие куриные яйца с белой скорлупой имеют интенсивную крас- 
ную флуоресценцию, при хранении цвет флуореснаниия ‚стано- 
вится голубым. В процессе хранения куриных яиц с темной скор- 
лупой в люминесценции появляются голубовато-фиолетовые тона 
[60]. 

С помощью качествен 
и дать ориентировочную © 
мяса животных обладает со 
вато-коричневых тонов, причем дл 


‚ М0" 


ного ЛА можно определить вид мяса 
ценку его сортности. Мышечная ткань 
бственной флуоресценцией красно 
я мышц говядины характерны 
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Е те оттенки, для баранины — темно. 
бархатистые темно речевые. Собственно 
ричневые, для свинины ‹рящевая ткани люм 
нительная (сухожилия, фасции) и Г. ее и- 
руют ярким та цветом, а жирова Меет светло. 

чение [54]. 
а — изменяется цвет его флуоресценции. На пер- 
вой стадии порчи на темно-красном флуоресцирующем фоне м ыы 
шечной ткани говядины появляются зеленые точки, которые рас. 
ширяются по мере углубления порчи продукта. Несвежие мыш. 
цы флуоресцируют темно-красным цветом со сплошным зеленым 
налетом [54]. 

Фотоэлектрические измерения ИЛ позволяют судить о сте. 
пени свежести рыбы и мяса. Сила тока, возникающего в цепи 
фотоэлемента, пропорциональна световому потоку люминесцен- 
ции, падающему на фотоэлемент. Сила тока измеряется галь- 
ванометром. Предварительная градуировка шкалы позволяет 
измерить ИЛ без непосредственного сравнения опытного об- 
разца с контрольным. 

Для определения свежести мяса и рыбы сконструированы 
люминесцентные приборы [70, 99]. Фотометр Данилова и Кон- 
дратенко [99] имеет несколько шкал для регистрации люминес- 
центных излучений различной интенсивности. При оценке све- 
жести мяса измельченную навеску продукта смешивают с дис- 
тиллированной водой в соотношении 1:10 и готовят экстракт. 
Водные вытяжки Из свежего говяжьего мяса характеризуются 
желто-зеленой люминесценцией. Экстракты мяса подозритель- 
ной свежести флуоресцируют зелено-голубым цветом. Экстракты 
несвежего мяса имеют свечение молочного цвета. ИЛ водных 
вытяжек из свежего парного и охлажденного мяса очень мала 
и практически не измеряется прибором. Для свежего мороже- 
ного мяса характерна ИЛ вытяжек в пределах от 2 до 10 мксб 
в максимуме спектра 528—544 нм. При порче мяса ИЛ водных 
экстрактов возрастает, и несколько смещаются максимумы спек- 
тров люминесценции в сторону коротких волн. Экстракты мяса 
сомнительной свежести в максимуме спектра 512—516 нм имеют 
ИЛ 20—30 мксб. Вытяжки из несвежего мяса люминесцируют 
с максимумом спектра 498—509 нм, ИЛ увеличивается до 40— 
50 мксб. Метод позволяет в течение нескольких минут опреде- 
лить степень свежести мяса. 

А свежести рыбы рекомендуется проводить при возбужде- 
нии в области 360—365 нм; при этом свечение водных экстрак- 
тов и срезов мышц пресноводных и морских рыб наблюдается 
в области 420—640 нм. В процессе порчи рыбы ИЛ возрастает 
в области 440—460 нм [55]; рН рыбы не влияет на ИЛ в этой 
области спектра. Полагают [69], что нарастание ИЛ при порче 
рыбы связано с увеличением микробиологической обсемененно- 
сти продукта, так как чистые культуры гнилостных микроор- 
танизмов при возбуждении в области 360—365 нм люминесци- 
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уют в области 400—600 нм с максимумом спектра при 460 ям, 
причем с увеличением концентрации микрофлоры в водных взве- 
сях ИЛ возрастает. Коэффициент корреляции между количест- 
вом микроорганизмов в мышцах охлажденного судака и ил 
в максимуме 0,84. : 
Предложены параметры свежести рыбы по ИЛ в максимуме, 
определяемой фотометром [70] при возбуждении в области 
360—365 нм. В соответствии с этими параметрами рыбу делят 
на два типа. К Т типу относят виды рыб со слабыми люминес- 
центными свойствами: карп, судак, шука, треска, окунь; ко П 
типу — виды рыб с выраженными люминесцентными свойствами, 


например палтус [69]. 
Зависимость ИЛ от степени свежести рыбы видна из при- 


веденных ниже данных [69]: 


Степень свежести рыбы 


Интенсивность люминес- 
ценции, мка 


Г тип П тип 
СВЕЖАЯ о 25—50 50—70 
Сомнительной свежести. . 60—80 120—140 
Несвежая в 100—180 160—200 


люминесцентный фотометр [70], пред- 
жести рыбы, позволяет про- 
енно на поверхности рыбы 
овке рыбы по качеству. 


Усовершенствованный 
назначенный для определения све 
водить экспресс-анализ непосредств 
и может быть использован при сортир 


4.3. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ХИМИЧЕСКОГО СОСТАВА 


ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ 


Количественный ЛА позволяет определить концентрацию иссле- 
дуемого вещества в растворе по ИЛ. Техника количественного 
анализа основана на том, что при небольшом содержании флуо- 
ресцирующего вещества в растворе существует пропорциональ- 
ная зависимость между яркостью свечения и концентрацией ве- 
щества в пробе. Наиболее удобно проводить сравнение по ил 
раствора неизвестной концентрации с эталонным раствором. По 
концентрации вещества В стандартных растворах рассчитывают 


содержание вещества в пробах. 
Можно пользоваться также предв 


либровочным графиком, но этот метод ме 
на люминесценцию влияет много факторов (см. стр. 160) и при 


проведении ЛА очень важно создание идентичных условий для 
исследуемого и стандартного растворов. При отсутствии У ИС- 
следуемых веществ собственной люминесценции используют вто- 
ричную флуоресценцию продуктов реакции нефлуоресцирую- 


щего вещества с флуорохромами. 
В количественном ЛА применяют люминесцентные фото- 
метры, которые часто называют флуориметрами, или флуоро- 

метрами [217]. 5 
Для определения витаминов в пищевых продуктах и иссле- 
дования окислительных процессов в жирах обычно используют 
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арительно построенным ка- 
нее надежен, так как 





ометр ЭФ-3. Разработаны приборы, Предназначе 
_ количества белков и жиров в молоке Е 
> исследуемой пробы входит несколько Ффлуорес . 
есть то с помощью специальных спектральных -. 
энергию. излучения разлагают в спектр, при этом интенсив 
излучения регистрируют фотоэлектрическим или фотографией 
ским способом [197]. 
При отсутствии флуорометров для фотоэлектрической 


реги. 
страции ИЛ иногда используют монохроматоры 


› СПектрофот. 


метры или спектроскопы со специальными насадками [34] 


4.3.1. ОПРЕДЕЛЕНИЕ БЕЛКОВ И ЖИРОВ В МОЛОКЕ 


Белки молока обладают 


О ни про- 
м явлении 


белков в 
молоке, разработанный И. Козуниным. Скон. 


струированный ими флуоресцентный протеинметр позволяет за 
—5 мин с точностью До 0,1% определить содержание белков 
в молоке [102]. Более поздние исследования показали, что на 
белков оказывает влияние струк- 

луоресценции [103]. 

абилизации Вн» флуо 

но два способа: моно- 

гация белков молока 


в молоке. Принцип действия ОЕ 
ой фазы молока, объемно и 
- Диапазон измерения содержания 
‚5%. Среднее квадратическое ое 
ования от показателя жирнос я 
— Готлиба, составляет 0,06%. Пр 
2 мин. 
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43.2. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВИТАМИНОВ (ТИАМИНА, 
РИБОФЛАВИНА, ФОЛИЕВОЙ КИСЛОТЫ) 


ЛА широко применяют для определения витаминов Вь В и 
группы фолиевой кислоты в пищевых продуктах. а 


Определение витамина В, (тиамина, или аневрина) 


Витамин В; не обладает собственной флуоресценцией, но ще- 
лочные растворы его легко окисляются с образованием тио- 
хрома, водно-щелочные растворы которого флуоресцируют си- 
ним цветом с максимумом интенсивности свечения при 460— 
470 нм. 

Определение этого витамина состоит в следующем. Навеску 
продукта подвергают гидролизу. Если в продукте тиамин со- 
держится преимущественно в свободном виде, то ограничива- 
ются кислотным гидролизом. Для определения связанной формы 
витамина проводят гидролиз ферментом с сильной диастатиче- 
ской активностью. Из раствора тиамин лучше выделять адсорб- 
цией на стеклянной хроматографической колонке, заполненной 
силикагелем, с последующим элюированием витамина из адсор- 
бента кипящим кислым раствором КС|. Затем тиамин окисляют 
щелочным раствором КзЕе (С№)в. 

Полученный тиохром извлекают из раствора изобутиловым, 
бутиловым или изоамиловым спиртом. Спиртовой раствор тио- 
хрома отделяют от воды и измеряют ИЛ с помощью флуоро- 
метра ЭФ-3, снабженного первичным светофильтром, который 
пропускает УФ-излучение в диапазоне 320—390 нм, и вторичным 
фильтром с полосой пропускания 400—580 нм. Лучшие резуль- 
таты получаются при использовании светофильтров с более уз- 
ким диапазоном пропускания: для входного фильтра с макси- 
мумом около 365 нм и для выходного фильтра с максимумом 
около 435 нм. г 

Содержание тиамина определяют по расчетной формуле, 
сравнивая по ИЛ испытуемый окисленный раствор тиохрома со 
стандартным окисленным раствором. Для проверки воспроизво- 
димости флуорометра можно пользоваться стандартным раство- 


ром двусернокислого хинина. 
В литературе имеются подробные сведения об определении 


тиамина в пищевых продуктах [58, 67, 137]. 


Определение витамина В. (рибофлавина) 
щевых продуктах в четырех фор- 
мах: свободный рибофлавин, мононуклеотид и флавинаденин- 


динуклеотид рибофлавина, прочно связанный с белком т 
тид. Нейтральные водные или спиртовые растворы сво одного 
рибофлавина и его мононуклеотида флуоресцируют желто-зе- 
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Витамин В» присутствует в пи 









леным цветом; полоса о ее Области 58 
613 нм с максимумом при 505 Нм. = тем рН в ислую 
или щелочную сторону ее о Флуоресценции 
ИЛ динуклеотида рибофлавина в 59—10 раз слабее по сравнь. 
нию со свободным витамином или его мононуклеотидом. Связан. 
ные с белком формы рибофлавина не обладают флуоресценцией. 
Поэтому при определении общего количества витамина В» про. 
водят выделение рибофлавина из связанных с белком и нуклед. 
| тидных форм. > 

| Для разрушения прочной связи рибофлавина с белком пред- 
| варительно подготовленную навеску продукта подвергают фер- 
| ментативному или кислотному гидролизу. В первом случае при- 
| меняют трипсин, панкреатин или ферментный препарат из 
| мицелия пенициллиума. Из нуклеотидных соединений рибофла- 
А вин можно освободить обработкой профильтрованного гидроли- 
зата раствором трихлоруксусной кислоты. Реже применяют для 
} этой цели фосфатазные препараты. Затем раствором К»НРО, 
| доводят рН до б и окисляют опытный раствор перманганатом 
калия с последующим восстановлением. Окислением стремятся 
| исключить влияние флуоресцирующих примесей на результаты 
| определения витамина. 

ИЛ рабочего и стандартного растворов измеряют прибором 
ЭФ-3 с первичным светофильтром, имеющим полосу пропуска- 
ния 350—480 нм, и вторичным фильтром, пропускающим лучи 
в области спектра 510—650 нм. 

В расчетной формуле учитывают также остаточную флуорес- 
ценцию рабочего раствора, измеряемую после «тушения» флуо- 
ресценции рибофлавина путем обработки рабочего’ и стандарт- 
ного растворов двууглекислым натрием или гидросульфитом на- 
трия. Флуоресценция стандартного раствора рибофлавина после 
обработки обычно «гасится» до нуля; в опытном же растворе 
остается небольшая флуоресценция, обусловленная присутст- 
вием флуоресцирующих примесей, часть которых сохраняется, 
несмотря на тщательную обработку вытяжки. 

ЛА рибофлавина выполняется в нескольких модификациях 
[58, 67, 112, 137]. 

Разработаны флуорометрические экспресс-методы определе- 
ния витамина В. в пищевых продуктах [128]. 


Определение витаминов группы фолиевой кислоты 


Витамины этой группы не обладают собственной флуоресцен- 
цией. При окислении образуется производное, имеющее голу“ 
бую флуоресценцию с максимумом при 470 нм. < ты 
Флуорометрический метод определения фолиевой не 
состоит в следующем. Навеску продукта подвергают рая 
тативному гидролизу для выделения связанных форм а 
Фолиевую кислоту адсорбируют из гидролизата активир 
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6 углем или другим адсорбентом, затем элюируют витамины 
слазым раствором аммиака. МН» отгоняют, а жидкость, содер- 
жащую витамины, окисляют КМпО; и НО. 


ИЛ раствора измеряют при РН 4,0—4,5 на приборе ЭФ-3 
с первичным светофильтром, имеющим максимум пропускания 
около 365 нм, и вторичным фильтром с максимумом пропуска- 
ния около 470 нм. Из показания флуорометра вычитают ИЛ 
контрольного раствора, приготовленного аналогично опытному 
но без навески продукта. 

В расчетной формуле учитывают ИЛ стандартного раствора, 
концентрацию в нем фолиевой кислоты и разведения, выполняе- 
мые по ходу работы. 

Подробное описание флуорометрического метода определе- 
ния фолиевой кислоты имеется в литературе [112]. 


4.3.3. КОНТРОЛЬ ЗА БЕЗВРЕДНОСТЬЮ ПРОДУКТОВ 
ПИТАНИЯ 


Определение полициклических ароматических 
углеводородов (ПАУ) 


ПАУ присутствуют в продуктах растительного происхождения 
и копченостях [147]. В овощах и злаковых культурах обнару- 
жено до 13 ПАУ, которые попадают в растения главным обра- 
зом из почвы [214]. Источниками попадания ПАУ в пищевые 
продукты служат также вода [81|], воздух [53], коптильный 
дым [48]. В городском воздухе, например, присутствует до 15 
ПАУ, в том числе 3,4-бензпирен (по современной терминологии 
бенз (а) пирен) — вещество сильного канцерогенного действия. 
Бенз(а)пирен (БП) и другие ПАУ обнаружены в маслах: олив- 
ковом, кукурузном, подсолнечном, хлопковом и др. Концентра- 
ция БП в производственных образцах растительных масел 
колеблется от 0,2 до 10 мгк/кг [49]. Это вещество хорошо раство- 
римо в маслах и концентрируется в них в процессе производ- 
ства из плодов и семян масличных культур. 

НВабОлЕНЕЕ количество БП обнаружено в липидах, а. 
жащихся в плодовой оболочке семян масличных нЕ Е 
сушке семян подсолнечника количество БП в них ны те 
личиваться вследствие загрязнения продуктами неп 


ания топлива в камерах. : 
Е Содержание БП в рыбе горячего копчения, приготовленной 


Л = 
традиционным дымовым способом, а также в РЕ ее: У. 
копченых колбасах от 1 мкг до нескольких десятк =. 
х К 
ого копчения и в варень 
продукта. В рыбе холодн г 
от 0,2—0,3 до 1 мгк Е 
концентрация БП колеблется | 
ОЕ содержание БИ обнаружено в т ие 
Определение БП и других канцерогенных П Е и 
по тонкой структуре спектра флуоресценции при ни 
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ратуре. Для исследования пищевых продуктов наибольшее у 
азработанная П. П. Дикуном 

менение получает разр Ау Е Методика 

определения канцерогенных ПАУ, в частности БП [64]. 

Спектрально-флуоресцентный метод определения БП [136 
включает несколько этапов: извлечение из навески продукта 
фракции, содержащей ПАУ; очистку полученной Фракции от 
примесей и хроматографическое разделение ПАУ; качественное 
определение БП и других ПАУ по спектрам люминесценции п т 
температуре жидкого азота; количественное определение БП 
с помощью одной из модификаций спектрально-флуоресцентного 
способа (методом добавок или методом внутреннего стандарта). 

Методика определения БП в копченых продуктах и расти- 
тельных маслах. К | кг фарша копченого продукта приливают 
[ л этилового спирта, добавляют 150—250 г КОН (в зависи- 
мости от содержания жиров в продукте) и кипятят 1,5—9 ч 
для омыления липидов. Затем приливают 3—5-кратное количе- 
ство дистиллированной воды и экстрагируют неомыляемые ве- 
щества этиловым эфиром. Первая порция эфира должна быть 
в 4—5 раз больше объема обрабатываемого раствора. После- 
дующие три-четыре порции эфира должны быть в 3 раза больше 
первой. 

При исследовании растительных масел 50 г продукта омы- 
ляют в течение часа на кипящей водяной бане в присутствии 
100 мл 25%-ного спиртового раствора КОН, затем раствор раз- 
бавляют 10-кратным количеством дистиллированной воды и вы- 
деляют неомыляемые вещества многократной экстракцией эти- 
ловым эфиром. 

Эфирный экстракт несколько раз промывают дистиллирован- 
ной водой, первую порцию воды подкисляя, потом сушат над 
безводным Ма›5О.. Эфир отгоняют, остаток растворяют в бен- 
золе и пропускают через колонку длиной 120—140 мм, заполнен- 
ную окисью’ алюминия. Адсорбированные в колонке ПАУ, от- 
деленные от других неомыляемых веществ, элюируют бензолом 
до тех пор, пока не прекратится выделение фракции с синей 
флуоресценцией. Бензол отгоняют из элюата, а остаток фрак- 
ционируют колоночной или тонкослойной хроматографией. 

Выделенную смесь ПАУ, содержащую некоторые примеси, 
растворяют в 10—15 мл петролейного эфира и наносят на за- 
полненную окисью алюминия колонку диаметром 10—14 мм и 
высотой 120—140 мм. Элюируют флуоресцирующие фракции 
ПАУ сначала петролейным эфиром, затем с добавлением бен- 
зола. БП содержится в Ш, [У или \У фракциях. Для более чет- 
кого отделения БП можно повторить фракционирование коло 
ночным методом или в тонком слое окиси алюминия. ПРИ 

месь хло- 
использовании второго метода растворителем служит с 
оформ-петролейный эфир (1:2). и у 
Г а Е БП проводят И 
ным методом с использованием эффекта Э. В. Шпольского- 
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температуре —196°С получают спектры 
: | >) 
ных фракций ПАУ, растворенных в льных па 
о родах Так” ак, ях парафиновых 
ваются квазилинейчатыми. о ны — 
используют сме г пределения 
у сь, состоящую из | мл бензольног ‹с >. 
и 2 мл н-октана. Пробирку с р ДЫ 


о смесью помещают в сосуд Дьюара 


к кдают люминест ен 
ртутно-кварцевой лампы ДРШ-250, ДРИ О иди ПР 


-50 или ПРК-2, про- 


рез филь -[ ил 
ределении только БИ о о ий 


другие фракции ПАУ не инт 
ере- 
суют) можно пользоваться также УФС-3 или УФС-4 Для 
записи спектра обычно используют спектрограф ИСП-51 с ка- 


мерой [—270 мм. В спектре замороженного н-октанового рас- 
твора БП имеются характерные квазилинии 4030 и 4085А._ 

Количественное определение БП флуоресцентно- 
спектральным методом может быть выполнено с использованием 
любой из модификаций: с помощью добавок и установкой при- 
бора по фону, создаваемому люминесцирующими примесями, 
которые содержатся в исследуемом экстракте [236], или с по- 
мощью внутреннего стандарта [65]. 

При определении БИ с помощью первой из указанных моди- 
фикаций исследуемый раствор сравнивают не с раствором чи- 
стого БП, а с таким же исследуемым, но сильно разбавленным 
раствором с добавлением в него определенного количества чи- 
стого БИ (весовой излишек), на свечение которого также вли- 
яют посторонние вещества, как и в исследуемом растворе. 

При определении БП с помощью внутреннего стандарта 
в бензпиреновую фракцию вводят чистое эталонное вещество, 
дающее хороший квазилинейчатый спектр в аналогичных ус- 
ловиях, причем в спектре этого вещества не должно быть ли- 
ний, перекрывающихся с аналитическими линиями БП. Таким 
веществом-стандартом обычно служит 1,12-бензперилен. В спек- 
тре Шпольского н-октанового раствора 1,12-бензперилена есть 
четкая линия 4063А, располагающаяся между пене 
линиями БП, а вблизи аналитических линий БП в спектре 1,12- 
бензперилена заметные линии отсутствуют. ео 
вводится для сравнения и в эталонные растворы : БП 

шение интенсивности линии 
дуемом растворе измеряют отно ее. 
и добавленного вещества. Пользуясь ранее опреде; С 
ошением интенсивности линий для 
растворам-«свидетелям» отн т + 
известных концентраций БП и вещества“ стане рта 
личество добавленного стандарта, ие. 
пиреновой Фракции, выде продукта до 100 г, со- 

При уменьшении навески о ПИ 
блюдении указанных о *гапов выделена? Ва 
а ПАУ п едел чувствительности метода 
СТАИ И ФЕИ ВЕ О, опыта == 10—15% [66]. 
составляет 0,1—0,2 мкг/кг. Погре = 
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Определен ие пестицидов 


Некоторые пестициды способны к собственной флуоресценции, 
варфалин, потозон, индолинуксусная кислота, нафтилацетат и 
др. Пестициды, не обладающие первичной люминесценцией 
(ДДТ, метоксихлор, альдрин, хлордан, гептахлор и др.), могут 
быть химическим путем переведены во флуоресцирующие соь. 
динения. Например, инсектицид 0,0-диэтил-0-нафтилимидотио. 
фосфат можно определить люминесцентным способом в концент. 
рации 0,01 мкг/мл, предварительно окислив его во флуоресци. 
рующее производное [151]. 

Для определения остаточного количества ядохимиката се. 
вина в хлопковом масле 100 мл продукта и такое же количество 
бутилового спирта помещают в делительную воронку. Энергично 
перемешивают содержимое воронки в течение 30 сек, затем при- 
ливают 25 мл 1 н. водного раствора МаОН и продолжают осто- 
рожно перемешивать еще 30 сек. После расслоения жидкостей 
сливают нижний водно-щелочной слой в пробирку и наблюдают 
люминесценцию в потоке ультрафиолетовых лучей. Зеленовато- 
голубое свечение раствора свидетельствует о присутствии се- 
вина. 

При анализе свежих или сушеных овощей и плодов 1002г 
измельченного продукта помещают в колбу с притертой проб- 
кой, заливают бензолом, перемешивают и оставляют на 30 мия. 
Затем к отфильтрованному бензольному экстракту в делитель- 
ной воронке приливают 10—15 мл 0,1 н. водного раствора МаОН 
и помешивают содержимое воронки в течение 30 сек. Наблю- 
дают люминесценцию нижнего слоя. 

Для количественного определения севина используют флуо- 
рометр ЭФ-3, снабженный светофильтрами, как указано прн оп- 
ределении витамина В, (см. стр. 167). Стандартный раствор со- 
держит 50 мкг севина в 100 мл 0,1 н. водного раствора МаОН. 
Количество севина в продукте рассчитывают по ИЛ испытуе- 
мого и стандартного растворов [108]. 


Определение солей тяжелых металлов 


С помощью люминесцентных реактивов можно определить со- 
держание тяжелых металлов в пищевых продуктах. Обработка 
оксихинолином вызывает флуоресценцию меди, свинца, железа. 
В присутствии некоторых веществ люминесцируют растворы, со0- 
держащие соли олова, ртути [60]. 

При небольшой концентрации исследуемого вещества Фо 
рометрический метод по чувствительности превосходит . 
риметрический, однако в связи с отсутствием хорошо разра ы 
танных методик ЛА пока не используется при определент 
тяжелых металлов в продуктах питания. 
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4.4. ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ 
И ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНЫЕ ИНДИКАТОРЫ 


Флуоресцентными индика 


торами ЗУЮ' с 
тровании мутных или ок р: пользуются при? ®и 


рашенных растворов, на 
` : пример пива 
вин, соков, растительных масел. Многие люминесцирующие ор- 


танические вещества, обладающие кислотными или основными 
свойствами, могут быть применены в качестве рН-индикаторов 
так как с изменением рН среды обычно изменяются и люминес- 
центные свойства. Известно до 40 рН-индикаторов [128], но они 
находят ограниченное применение, так как требуют дополни- 
тельных приспособлений: затемнения помещения, освещения 
титруемого раствора фильтрованными УФ-лучами. Возможно 
также искажение результатов наблюдения вследствие «тушения» 
флуоресценции индикатора веществами, присутствующими в 
титруемом растворе. 

Более широкое распространение получают хемилюминес- 
центные индикаторы, свечение которых происходит не в 
результате превращения поглощенной световой энергии, как во 
всех видах фотолюминесценции, а за счет энергии, выделяемой 
при химических реакциях. Преимущество хемилюминесцентных 
индикаторов перед флуоресцентными состоит в том, что отпа- 
дает необходимость в источнике УФ-света. 

Применение хемилюминесцентных рН-индикаторов основано 
на. том, что свечение их возникает при определенном значении 
РН среды. Например, люминол начинает люминесцировать при 
РН 8,0—8,5, люцигенин — при РН 9,0—10,0 [60]. : 

При определении кислотности в титруемыи В добав- 
ляют 40 мг люминола, 30 мг гемоглобина и 6 мл 3%-ного рас- 
твора НО», титруют 0,1 н. раствором МаОН ыы ве 
чения, которое наблюдают визуально [18]. Можно пр т 
люминол в сочетании с феррацианидом калия и перекисью 

обавляют 3 капли 0,1%-ного 
дорода. К титруемому раствору д КзЕе (СМ) и 6 капель 
раствора Н2О», 4 капли 5%-ного раствора Конец титрования о 
насыщенного водного раствора люминола. и 
ределяется по характерному свечению, котор 
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РЕОЛОГИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ 
ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ 


5.1. ОСНОВНЫЕ ПОНЯТИЯ РЕОЛОГИИ 


При оценке качества пищевых продуктов большое значение уде- 
ляется их консистенции. В последние два-три десятилетия на- 
ряду с условными, субъективными методами оценки консистен- 
ции все чаще применяются структурно-механические, или реоло- 
гические, методы. 

Реология — сравнительно молодая наука, сформировавшаяся 
как самостоятельная часть физико-химической механики. Она 
изучает течение и деформации различных веществ и материа- 
лов, широко используя при этом многие положения механики и 
теории упругости. 

Все реальные тела способны деформироваться под воздейст- 
вием внешних сил, т. е. изменять свою форму и размеры. 

Под деформацией понимают относительное смещение ча- 
стиц тела, при котором не нарушается его непрерывность. Де- 
формация называется упругой, если она исчезает после сня- 
тия нагрузки, и остаточной, если после снятия нагрузки она 
сохраняется. Величина и характер деформации обусловлены 
свойствами материала тела, его формой и способом приложения 
внешних сил. 

При деформировании тела возникают внутренние силы вза- 
имодействия его отдельных частичек. Меру интенсивности этих 
внутренних сил называют напряжением. 

осле прекращения воздействия на тело внешних сил на- 
пряжения частично или полностью рассасываются вследствие 
теплового движения молекул и других элементов структуры. 
Процесс убывания напряжений во времени называется релак- 
сацией. Время релаксации — важная структурно-механическая 
характеристика тела. 

К реологическим свойствам тела относятся вязкость, упру- 
гость, эластичность и прочность. 

Вязкость, или внутреннее трение, — свойство газов, 
жидкостей и твердых тел, обусловливающее сопротивление от- 
носительному перемещению слоев (течению под действием вне- 
шних сил). Для твердых тел — это сопротивление развитию ос- 
таточных деформаций. 
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Упругость — способность тел соп 

их объема и формы под действием а Ри 

ность тела восстанавливать свою форму после НЯ Е 
Эластич ность — способность материала при и - 

ных усилиях испытывать более или менее значительные упр 

гие обратимые деформации без разрушения Такой ее 

существует наряду с термином ее 


«упругость». Различие состоит 
в том, что упругость проявляется мгновенно, а эластичность — 
во времени. 


Прочность — способность те 
НИЮ. 

Наряду с указанными встречаются понятия 
ность — свойство тел необратимо деформироваться под дейст- 
вием нагрузки и ползучесть — частный случай пластической 
деформации под действием постоянной нагрузки. 

Все законы реологии разработаны для идеальных тел. 

Известны три основные модели идеальных тел: идеально уп- 
ругое тело, или тело Гука, идеально пластичное тело Сен-Венана 
и идеально-вязкая, или ньютоновская, жидкость [216]. 

Идеально упругим называют тело, поведение которого 
под нагрузкой подчиняется закону Гука. Сущность этого закона 
состоит в том, что возникающая в теле линейная деформация 


пропорциональна приложенной нагрузке. Закон имеет матема- 
тическое выражение: 


ла сопротивляться разруше- 


пластич- 


Р=Е:.+е, (37) 


где Р — приложенное напряжение; 

&= — линейная деформация (относительное изменение 
длины); 

Е — модуль упругости — величина, характеризующая спо- 
собность материала сопротивляться деформации рас- 
тяжения. 

Особенностью идеально упругого тела является то, что после 
снятия нагрузки деформация исчезает, и оно полностью восста- 
навливает свою форму. Механической моделью идеально упру- 
гого тела может служить спиральная пружина. 

Идеально пластичным считается тело, которое оста- 
ется жестким до тех пор, пока величина приложенного напря- 
жения лежит ниже некоторого критического значения, называе- 
мого пределом текучести (Рт). По достижении предела тек 
сти происходит пластическое течение материала с Пора 
скоростью при постоянном напряжении. Моделью идеаль и 
стичного тела может быть некоторое тело, лежащее на Е а 
сти, которое не начнет двигаться, пока напр < -- 
превысит некоторую предельную величину, после р 
может двигаться практически с любой Ве = 

Реологическое уравнение для такого тела и 
где Р — касательное напряжение. 


т вид: Р=Ру, 
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Идеально вязкой считается ИЯ течение которой 
подчиняется постулату Ньютона и и я Вязкость 
такой жидкости не зависит от внешнего Е ения и градиента 
скорости и называется нормальной, О РУКТУрной, 
НОВСКОЙ. 

абы случае жидкость обладает а номальной, иди 
структурной, вязкостью. Аномалии вязкости проявляются 
в ряде зависимостей: от концентрации, давления, температуры, 
механических воздействий И времени. Механической моделью 
вязкой жидкости может быть перфорированный поршень, пере. 
мещающийся в цилиндре с жидкостью. В такой модели напря- 
жение пропорционально скорости сдвига: 


АНИ (38) 


где 1 — коэффициент вязкости; 
у— скорость сдвига. 

Ни один из реальных пищевых материалов не может быть 
полностью уподоблен ни одному из указанных идеальных тел. 
Чаще всего пищевые материалы соответствуют сложным моде- 
лям, представляющим собой комбинацию простых, т. е. явля- 
ются или упруго-пластичными, или упруго-вязкими, или вязко- 
пластичными телами. Причем в зависимости от условий 
(температуры, влажности, давления, способа и скорости приложе- 
ния нагрузки) то одни, то другие свойства проявляются в боль- 
шей или меньшей степени. Поэтому при изучении реологических 
свойств обязательно должны быть четко указаны условия ис- 


пытаний, в противном случае полученные результаты будут не- 
сопоставимы. 


5.2. ТИПЫ СТРУКТУР И МЕТОДЫ 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ РЕОЛОГИЧЕСКИХ СВОЙСТВ 


Многие пищевые массы, помимо твердого и жидкого состояний, 
образуют структуры, которые по физическим свойствам зани- 
мают промежуточное положение. К таковым относятся белко- 
вые и углеводные студни, суспензии с разной концентрацией 
(вплоть до паст), эмульсии и пены. 

Наличие внутренней структуры придает таким системам оп- 
ределенные механические свойства — упругость, пластичность, 
вязкость, прочность, которые объективно характеризуют их кон- 
систенцию. Механические свойства зависят от природы входя- 
щих веществ и их соотношения, а также от сил взаимодействия 
между ними. 

В соответствии с представлениями академика П. А. Ребин- 
дера и его школы принято различать два основных типа дис- 


персных структур: коагуляционную и конденсационно-кристал- 
лизационную. 
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Коагуляционные структуры удерживаются силами 
Ван-дер-Ваальса, действующими через жидкие прослойки. Ос- 
новными условиями их образования являются неоднородность 
поверхности соприкосновения частиц и наличие гидрофобных 
участков, на которых возникают точечные контакты — началь- 
ные звенья будущей структуры. 

Конденсационно-кристаллизационные — струк- 
туры образуются в процессе конденсации полимеров или кри- 
сталлизации из растворов и расплавов; их существование опре- 
деляется прочными химическими связями, отдельные частицы 
срастаются, жидкие прослойки между ними отсутствуют. Си- 
стемы с такой структурой обладают большей прочностью, хруп- 
костью и необратимостью при разрушении. 

Коагуляционные структуры могут переходить в конденсаци- 
онно-кристаллизационные в процессе обработки продукта, когда 
создаются условия для удаления жидких прослоек между ча- 
стицами, например при сушке или прессовании. Так как меха- 
нические свойства любой системы теснейшим образом связаны 
с ее структурой, их часто называют структурно-механическими. 

При изучении структурно-механических свойств пищевых ма- 
териалов исследуется развитие деформаций во времени. В ос- 
новном изучают два вида деформации: сжатие (растяжение) 
и сдвиг. В первом случае напряжение действует перпендику- 
лярно поверхности образца, во втором — по касательной (тан- 
генциально). 

Результаты исследования структурно-механических свойств 
обычно выражают графически в виде кривых кинетики дефор- 
мации. Для области неразрушенных структур существуют сле- 
дующие два основных типа таких кривых. 

1. Приложенное постоянное напряжение меньше предела те- 
кучести, т. е. выполняется условие Р«Р+. Кривая представлена 
на рис. 23. На оси абсцисс отложено время (т), на оси орди- 
нат — деформация (®). 

При мгновенном действии напряжения возникает упругая де- 
формация го как мгновенная реакция тела на внешнее воздей- 
ствие. Ее величина определяется силами первичных химических 
связей. Вслед за мгновенной, упругой развивается уже во вре- 
мени высокоэластичная деформация, также обратимая по ве- 
личине. Ее величина характеризует силу связи между отдель- 
ными макромолекулами и их звеньями. 

Деформация достигает некоторого максимального значения 
гт и далее не меняется, так как действующее напряжение урав- 
новешивается силами внутреннего сопротивления тела, конечный 
участок кривой является линейным. В точке С напряжение т 
мают (Р=0), и деформация спадает до нуля по кривой 5 
т. е система полностью восстанавливает свою форму. 

Для реальных пищевых масс и продуктов такой тип кривых 


встречается очень редко. 


Только некоторые пищевые студни при 
ИТ 





действии малых напряжений могут давать полностью Обрати. 
ации. 
ть условие Р>Р., то получается к ив 
изображенная на рис. 24. После возникновения мгновенной у’ 
ругой деформации =щ обнаруживается непрерывное Нарастание 
остаточной деформации, переходящее в пластическое течение, 
Остаточная деформация нарастает с постоянной скоростью, ко. 
торую можно охарактеризовать 1. ь 
Максимальная деформация г» за время действия наг 
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Рис. 23. Кривая кинетики дефор- 
мации: 


==с01${; Е 


Рис. 24. Кривая кинетики деформа- 
ции: 


—=соп$ё Р>Р. 


ной к конечному участку кривой. Ее величина, как видно на 
=: ав 

рис. 24, может быть наидена из равенства ы=е—т (=) . 

ост. 


Разница ви—в=е, выражает величину эластической дефор- 


мации. 


В точке С напряжение снимают, происходит «отдых» об- 
разца, при этом исчезает упругая деформация г=ОА= Ср, 
и идет восстановление эластической деформации. С увеличением 
времени кривая ОР будет ассимптотически приближаться к не- 
которому конечному значению деформации ост, Являющейся 
остаточной. 

По кривой кинетики деформации, кроме предела упругости, 
характеризующегося напряжением, при котором кривая &и={(Р) 
превращается из первого типа во второй, можно найти следую- 
щие независимые характеристики: р 

1. Модуль мгновенной упругости сдвига Е, за 

Р 


&т — 20 


2. Модуль эластичности В —= 


р ( 















т 
ру 


и деформа 





оба модуля имеют размерность напряжения 
ция в этом случае относительная, безразмер: 


Пластическую вязкость можно опреде 
сти кривой из соотношения 


так как деформа- 
Г — рная величина. 
. Пластическую вязк Ри | 
у зкость \=Р |8. ‚ ге Р”=РеЗР. 
ост. 


(для кривой первого типа предел упругости отсутствует, Р.=0). 
лить по разгрузочной ча- 


где т! — время действия нагрузки. 
Р 
() [4 ) : 
4 0 ат / ост. 


48 
где — определяется наклоном касательной начального 
а 


участка кривой, а Ы — наклоном касательной конечного 
/ ост, 
участка кривой к оси абсцисс. 

Так как упругость — свойство, проявляющееся мгновенно, 
модуль, вычисленный по величине упругой деформации, назы- 
вается условно-мгновенным модулем упругости. 

Помимо указанных независимых значений Ё\1, Е›, Ипл., Тусл., 
структурно-механические свойства пищевых продуктов и полу- 
фабрикатов могут быть охарактеризованы некоторыми относи- 
тельными величинами. Такие величины были предложены ака- 
демиком П. А. Ребиндером для структурированных дисперсных 
систем и растворов высокомолекулярных соединений: упругость 


8 

У% = 0 100; пластичность П% =-2“"* 100; эластичность Э = 
Эт 

т. 75 
= во 100 или Э ==. 
т Езт Е Е . 
Все перечисленные характеристики можно получить, исполь- 
зуя описываемые ниже приборы. 


5.3. ПРИБОРЫ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
ОСНОВНЫХ РЕОЛОГИЧЕСКИХ ХАРАКТЕРИСТИК 


4. Условную вязкость усл. = 


Эт 


При исследовании структурно-механических своиств ыы 
мыми величинами являются: действующее напряжение — Г; де- 


формация — =; скорость деформации — . Одна из них об 
является постоянной, две другие измеряются одна в зависим г 
от другой. Например, при Р=сопз${ измеряется зависимое 

т УИ 
деформации от времени ( Е. 


Величину рабочего напряжения веет о малых напряже- 
мости от цели исследования, учитывая, > 


ниях трудно определить упруго-эластичные свойства системы, 
а при больших — ее вязкость. 











Время действия нагрузки также р В каждом 2 
дельном случае, но всегда так, чтобы дать полностью Развиться 
о оченные для исследования структурно-ме. 
ханических свойств, группируются по типу измеряемых дефор. 
маций, например приборы для измерения деформации сдвига 
деформации одноосного сжатия и т. д. 


5.3.1. ПРИБОРЫ ДЛЯ ИЗМЕРЕНИЯ ДЕФОРМАЦИИ 
СДВИГА 


В зависимости от формы пространства (зазора), в котором про- 
изводится деформирование, все приборы этого типа подразде- 
тяют на три группы: приборы с плоскопараллельным зазором 
(Вейлера — Ребиндера, Николаева); приборы с кольцевым, ко- 
аксиальным зазором (ротационные вискозиметры); приборы 
с зазором в виде капилляра или узкой трубки (капиллярные и 
шариковые вискозиметры). 


Прибор Вейлера—Ребиндера 


Этот прибор предназначен для изучения механической прочно- 


разом, чтобы происходило медленное вытягивание пластины, 
причем величина деформации должна укладываться в размеры 
шкалы. 

Кювету промывают водой, устанавливают в ве средней части 
пластину и вновь заполняют исследуемой системой. Измерения 
начинают примерно через 30 мии, прибор и секундомер вклю- 
чают одновременно, груз начинает сдвигать пластину. Деформа- 
цию сдвига во времени наблюдают в микроскоп и записывают. 
По результатам измерений строится кривая кинетики дефор- 
мации. 
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Прибор довольно чувствителен и 
лять следующие величины: а 
1. Предельное напряжение сдвига: 


озможность опреде- 


Р—Рт-Е 


25’ (39) 


где о ние сдвига, г/см? (кг/м?); 
| у т необходимое для сдвига пластины в системе, 
а для сдвига пластины в дисперси- 
о де, если это водная суспензия), 
$ — площадь пластины, см? (м?). 





Рис. 95. Схема прибора Вейлера—Ребиндера в двух (а 
и б) модификациях: 


1 — плоскопараллельная кювета; 2— пластинка; 3 — съемный 
гру: 


` 
з; 4 — микрошкала; 5 — микроскоп 


2. Модуль сдвига: 
Е,=—^, (40) 
5 
где Р— напряжение, г/см? (кг/м?) ; 
ширине зазора между 


ормации сдвига к 


= — отношение деф 
енками кюветы. 


пластинкой и ст 
3. Эффективную вязкость: 


(41) 
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р 
— = сы 
где Б — скорость сдвига (сек-'), равная „— (У — скорость пе 


ре. 
мещения пластины, см/сек (м/сек); й — ширина зазора между 
стенкой кюветы и пластинкой, см). - 

Величина предельного напряжения сдвига не зависит от раз. 
меров пластинки. 

Прибор Вейлера — Ребиндера широко используется в ПИЩЕ. 
вой промышленности для определения прочности различных пи. 
щевых масс, влияния температуры и добавок на прочность 
а также для установления ряда других характеристик, необхо. 
димых для улучшения консистенции продукта и совершенствова. 
ния технологического процесса производства. 

Исследованием реологических свойств сахарояблочного и 
сахаропектинового студней была найдена оптимальная дози- 
ровка сахара для получения требуемой консистенции кондитер- 
ских изделий. В качестве критерия «жесткости» системы был 
взят условно-мгновенный модуль упругости. 

По величине предельного напряжения сдвига была опреде. 
лена прочность крахмального клейстера в зависимости от кон- 
центрации и механических воздействий [94]. 

Величина предельного напряжения сдвига и вид кривых ки- 
нетики деформации послужили основанием для нахождения оп- 
тимального времени перемешивания пралиновых масс при про- 
изводстве конфет [125]. 

Изучение кривых кинетики деформации раствора амилозы, 
амилопектина и клейстеризованного крахмала в зависимости от 
времени их «старения» позволило внести вклад в исследование 
ретроградации крахмала [1 15]. 

По кривым зависимости деформации от напряжения сдвига 
установили, что болгарская томатная паста является структури- 
рованной системой [97]. Для нее изучена зависимость структур- 
но-механических свойств от концентрации, тепловой обработки 
и сорта сырья. 


Прибор Николаева для измерения деформации 
сдвига на наклонной плоскости 


Прибор [149] создан на основе известной модели Д. М. Тол- 
стого и отличается от нее тем, что оптический метод регистрации 
напряжений заменен механическим (рис. 26). 

Методика измерения. Плоскость основания приводят в гори- 
зонтальное положение. На опущенную площадку 8 шпателем 
намазывают исследуемый продукт и формуют его в виде пла- 
стины размером 4Ж4Х0,5 см; при такой толщине образец дохо- 
дит до уровня плоскости 2. На образец помещают рифленую 
алюминиевую пластинку 12, которую вплотную подводят к ниж- 
нему концу измерительной стрелки. Сверху на пластинку 12 
кладут съемный груз. 
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Рис. 96. Прибор Николаева для измерения деформации сдвига 
на наклонной плоскости: 

а — общий вид; б— схема: 1— основание; 2 — плоскость, которую мо- 
жно установить под углом от 0 до 15°; 3— шкала для установления 
плоскости под определенным углом; * штифт, закрепляющий шкалу; 
5— стойка измерительной шкалы; 6 — измерительная шкала; 7 — стрел- 
ка; 8— площадка для помещения образца; 9 — кнопка левого плеча 
рычажного механизма; 10 — шток правого плеча рычажного механиз- 
ма; // — регулировочный винт кронштейна; 12 — нагрузочная пластинка 





и при нагрузке, снимают на- 
т штифт 4 и переводят плос- 
Наблюдают по шкале и за- 
происходящее благодаря 


Закончив изучение деформаци 
грузочные пластинки, освобождаю 
кость в горизонтальное положение. 
писывают обратное движение стрелки, 
силам упругого последствия структуры. 

Прибор позволяет измерять деформации в пределах 5 мм. 
При толщине образца 5 мм и максимальной скорости деформа- 
ции | мм/мин градиент скорости деформации составляет 
0,003 сек! (градиент скорости вычисляется как отношение ли- 


нейной скорости деформации к толщине образца). 
Указанным прибором можно исследовать системы с вязко- 
0,1 Н: сек/м?). Модифицированный 


стью 102—105 пуаз (1 пуаз= 
позволяет производить измерения для 


вариант этого прибора 
в 108 Н. сек/м?. Расхождения между па 
формаций 10—15%. 


систем с вязкостью 10 


раллельными определениями де 
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Модуль сдвига и вязкость системы рассчитывают по У равне 
НИЯМ: 





Р-зт -981:18 . т Р-5т &-981.1.т.6 








= уз. : ост. - (42) 
где а— угол наклона плоскости, для а=15° синус ра. 
вен —0,26; 


!— толщина пластины образца, см (м); 

у. И &0ст. — соответственно упруго-эластичная и остаточная 

деформация; 
981 — ускорение силы тяжести: 

т — время деформирования, сек; 

Р — напряжение (получается делением общего веса 
покровной и нагрузочных пластин на площадь 
пластины), г/см? (кг/м?); 

Е — модуль сдвига, дин/см? (кг/м?); 

| — вязкость, пуаз (Н-сек/м?): 

6 — деформация в единицах шкалы прибора. 

Величину упруго-эластичной и остаточной деформации нахо- 
дят по кривой кинетики деформации. 

Приборы Николаева и Толстого широко применяют для ис- 
следования структуры и консистенции пищевых продуктов. На 
приборе Толстого по величине условно-мгновенного модуля уп- 
ругости и вязкости, а также вычисленной затем эластичности оп- 
ределяли консистенцию маргарина, полученного с применением 
сухого молока [95]. Эти же характеристики использовали для ис- 
следования изменений в структуре и консистенции маргарина 
в процессе хранения [96]. 

По величине модуля эластичности устанавливают зависи- 
мость консистенции пралиновых масс от температуры [57]. 

Для характеристики структурно-механических свойств студ- 
ней желатина по величине модуля сдвига и ползучести рекомен- 
дуют [25] использовать прибор Толстого взамен введенного 
в ГОСТ прибора Валента, дающего показания в относительных 
единицах. 

С помощью прибора Николаева исследовалась динамика 
структурообразования фруктово-желейной конфетной массы. 

Прибор неоднократно применялся для исследования упруго- 
вязких характеристик хлебного теста и влияния на них механи- 
ческой обработки, содержания белков, клейковины, крахмала и 
отрубей. 

На основании измерения вязкости мясного фарша были подо- 
браны оптимальные условия предварительной обработки мяса, 
предназначенного для производства вареных колбас. 

Приборы с плоскопараллельным зазором просты в обраще- 
нии, не требуют громоздких вычислений и обладают значитель- 
Ной чувствительностью. Недостатком их является то, что шкала 
измерений деформации сдвига ограничена всего несколькими 
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На 


миллиметрами, поэтому с помон 
рять большие деформации. Для 
маций используют приборы с 
ные вискозиметры. 


те этих приборов нельзя изме- 
ь змерения значительных дефор- 
кольцевым зазором — ротацион- 


Ротационный вискозиметр Воларовича 


Существует множе Е 
Е = ОДСНЕН ротационных вискозимет 
жающая зави для изучения кривых течения (кривая, р 
симость градиента скорости от + ‚ отра- 
сдвига) жидких и жидкообразных систем тапряжения 
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Рис. 27. Схема ротационного вискозиметра РВ-8 
системы Воларовича: 


1— шкив; 2 — блоки; 3 — установочная гайка; 4 — стакан 

для термостатирующей жидкости; 5 — ротор; 6 — стакан; 

7— спираль электронагрева; 8 — изоляция; 9 — стопор; 
10 — шкала; 11 — стрелка 


тационного вискозиметра (рис. 27) за- 
ключается в следующем. Исследуемая масса помещается в за- 
зор между двумя соосными (коаксиальными) цилиндрами и при 
вращении одного из них (иногда подвижным является внутрен- 
ний цилиндр, иногда — внешний) вязкая жидкость, прилипшая 
к стенкам цилиндров, вовлекается В движение, создавая ему 
препятствие. При этом можно измерить либо усилие, которое 
требуется приложить для продолжения вращения, либо вели- 


чину, характеризующую скорость движения. : 
а вы измерений обычно де- 


Принцип действия ро 


Методика измерения. Перед началом - 
лается «холостой» опыт, о является определени 
собственного трения цилинд 


целью которог 


ра, блоков и нити. К нитям подве- 
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- 
шивают сначала грузы по —— Е Й о В, Хоро. 
его прибора не более 2,5 г), до те? ры Начнет 
вращаться. Наименьшая сила Ро, вызывающая вращение, уд 
равна силе трения системы. ты 
Для определения предельного напряж сдвига вНещний 
цилиндр загружают исследуемым веществом в таком Количе. 
стве, чтобы глубина погружения внутреннего цилиндра Состав, 
ляла 7—8 см (можно загружать по весу). Если изме Яемая си. 
стема является пастой или высоковязкой ж тдкостью, то необхо. 
димо следить, чтобы не оставалось пустот и пузырей воздуха, 
Загрузив цилиндр, подвешивают к обеим нитям прибора на. 
чальный груз (обычно начинают с груза Ро), освобождают тор- 
моз и следят за вращением цилиндра. Если под действием при- 
ложенного вращающего момента цилиндр не сдвигается, то груз 
увеличивают до тех пор, пока цилиндр не начнет вращаться. За 
вращение принимают безостановочный поворот не менее чем на 
/; окружности. Если наименьшим является груз, вызывающий 
вращение Р1, то предельное напряжение сдвига вычисляют по 


формуле 
Ри= К(Р.—Ро), (43) 











где К — константа прибора, зависящая от глубины погружения 
внутреннего цилиндра. Обычно таблица со значениями К при- 
лагается к прибору вместе с инструкцией по его эксплуатации. 

После определения предельного напряжения сдвига увеличи- 
вают груз, подвешенный к нитям, и определяют скорость враще- 
ния цилиндра при двух или трех значениях грузов, измеряя се- 
кундомером время трех-четырех оборотов при каждой нагрузке. 

Для неньютоновских жидкостей требуется время для уста- 
новления стационарного потока при каждой нагрузке (при ста- 
ционарном потоке скорость вращения внутреннего цилиндра не 
зависит от времени). Обычно стационарный поток устанавлива- 
ется уже после первых двух оборотов, поэтому при каждой на- 
грузке первые два оборота пропускают и определяют время сле- 
дующих двух-трех оборотов. Время одного оборота должно быть 
от 20 до 15 сек. Если оно мало, то определяют время пяти — 
семи оборотов, если велико, то можно измерить часть оборота, 
но не менее чем для 90°. 

Вязкость вычисляют по уравнению 


ЕВ (44) 

М 

где М — число оборотов в секунду; 
К!— константа прибора, зависящая от глубины погружения. 
Для характеристики вязкостных свойств неньютоновских 
жидкостей принято графически изображать зависимость между 
напряжением сдвига и градиентом скорости. Обе эти величины 
непосредственно измерить нельзя, их находят расчетным путем. 
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Градиент скорости т 
ее ра а как отношение скорости вра 
между цилиндрами (дае резон В секунду) к величине а: ор 
В акойке а. -- в инструкции к прибору) г. 
ловзя скорость враще енония часто строят в координат: ет 
ния внутреннего цилиндра-груз, нее. 
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Рис. 28. Кривые течения (а) для НыЮтТОновСКой 

(1) и структурированной (2) жидкостей и за- 

висимость вязкости от напряжения сдвига для 
структурированной жидкости (6) 


опорциональн ы градиенту ско- 


щий вращение. Эти величины пр 
отличие от них могут быть оп- 


рости и напряжению сдвига, но В 
ределены опытным путем. 


Определение вязкостных характеристик возможно только 


в условиях стационарного ламинарного потока, впрозиниом 
случае результаты измерений будут носить случаиный характер. 
Для истинных растворов при постоянном напряжении сдвига 
отвечающий ему градиент скорости устанавливается практиче- 
ски мгновенно и далее не меняется во времени. Для пищевых 
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масс, являющихся сложными дисперсными системами, этот п о 
цесс требует некоторого времени, что обусловлено разрушен, 


внутренней структуры деформацией и ориентацией частиц ". в 
макромолекул вдоль потока. м толя 
Кривые течения, полученные с помощью ротационного вис. ичНОт 
козиметра, позволяют отнести исследованные жидкости к нь, пен ен 
тоновским или к структурированным, аномально вязким. нап” осн 
Для ньютоновской жидкости кривая течения представляет На ф‹ 
собой прямую, выходящую из начала координат (рис. 28,1), промес нс 
Вязкость такой системы можно вычислить графически, как ко. ост 
тангенс угла наклона прямой к оси абсцисс (с{5 а). Значение ве вых, П 


является величиной постоянной при данной температуре в широ- 
ком интервале напряжений сдвига. 

На рис. 28,6 представлен характерный вид кривой течения 
для структурированной жидкости, здесь отчетливо выделяются 
три области (отмечены цифрами). При очень малых (1) и очень 
больших (3) напряжениях наблюдается линейная зависимость, 
жидкость течет, как ньютоновская, и ее вязкость определяется 
котангенсом соответственно углов и а! и 0. В области средних 
напряжений (2) происходит отклонение от линейности. Здесь 
вязкость не остается величиной постоянной, а падает с ростом 
градиента скорости или напряжения сдвига. В отличие от нью- 
тоновской ее называют эффективной и определяют из соотноше- 


НИЯ 
Ч. =Р | хр (45) 





ах ` 


Общего аналитического выражения для кривых течения 
структурированных жидкостей нет, в определенных условиях не- 
которые из них могут быть описаны уравнением Бингама: 


Р-0=\. Е. : (46) 
Хх 





Две константы этого уравнения 0 иу имеют размерность соот- 
ветственно напряжения сдвига и вязкости. 

Если обратиться к кривой течения бингамовской жидкости 
(рис. 29), то окажется, что течение может начаться только тогда, 
когда приложенное напряжение превысит величину 0. Поэтому 
данную константу часто называют предельным напряжением 
сдвига и (может не совсем обоснованно) используют для харак- 
теристики прочности системы. Бингамовская вязкость (в отли- 


чие от уменьшающейся поз.) остается постоянной и определяется 
из соотношения 


ие. (47) 
х 


Реальных систем, которые бы строго следовали уравнению 
Бингама нет, но оно хорошо отражает течение жидкостей для 
некоторых средних значений напряжения сдвига. 
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В пищевой промышленности 
зиметры системы Павлова, Мачихина ряд ру онные виско- 
большинство исследований выпо д других [51]. Однако 


лняется на ВИСКоЗ а г 
| — Г ск И < р 
стемы Во: аровича: РВ-4, Р В-7 (включен В ГОС а ВВ Е. 
ЛЬЮ лу ‹ 
улучшения технолс гического процесса по. очен Я 
С цель лучения 


пшеничного теста изучалась зависимость вязкос 

напряжения сдвига от влажности [208] ° ^^ сти и предельного 
По основным реологическим свойствам теста исс 

процесс формования бараночных изделий [5 а исследовался 
В консервной промышленности по виду 

вых, построенных в координатах скорость 


испол Ьзуют ротаци 


реологических кри- 
сдвига — напряжение - 


аи 
5. 


‚а падает с роли 
‚ В отличие отн 
еляют из соотно 


Рис. 29. Кривая течения бингамовской жидкости 


ма, | 
ем Бинга | сдвига, была сделана попытка классифицировать многочислен- 
в ные структуры жидких и пюреобразных готовых продуктов и 
полуфабрикатов [17]. 
0" | В кондитерской промышленности 
‚змерНо | лись структурно-механические свойства 
| массы «Чародейка» изучена зависимость эф 


неоднократно исследова- 
масс пралине. Для 
фективной вязкости 








й к от 1 скорости сдвига [24]. Для 
кой Да | содержания жира, температуры и ск р к се 
ВС Оль о тому усовершенствования технологического процесса формовг 
то По: ем корпусов пралиновых конфет изучалась зависимость Е 
У ре ак ния сдвига от скорости сдвига при различных температурах [1 
м Не д м, Интересным реологическим телом является Еее. Е 
аут ры (8 я мадка. Исследуя кривые течения (на ротационном вискози\ ре 
3 о ей Мачихина) установили, что ее можно отнести к структурир 
дй , } язкость зависит от скорости сдвига 


ож жидкостям, так как в 


С турно-механиче- 
Изучение взаимосвязи адгезионных И = > 
(0 ских свойств (также по величине предельного ет: 


мование корпусов 
НЙ сдвига) позволило сделать вывод, что Фор! г: 













конфет из помадных масс без разрушения утренней структуры 
можно производить при любой температуре, если подобрать со. 
ответствующие напряжение и скорость сдвига [132]. 

Определяя эффективную вязкость молочных конфет, подо. 
брали условия для получения массы типа «Коровка» и исследо- 
вали влияние времени уваривания на ее вязкость [79]. 

Зависимость величины эффективной вязкости от градиента 
скорости была положена в основу исследования реологических 
свойств рахат-лукума (сахарокрахмальный студень) — [37]. 

Кроме того, на вискозиметре 
РВ-8 были исследованы реологи- 
ческие свойства желатина с це- 
лью определения качества и сорт- 
ности [13] мясного фарша [46] 
и других продуктов. 





2 
Капиллярные вискозиметры 
ы Эти приборы применяются для 
исследования систем, обладаю- 
Е щих низкой вязкостью. На рис. 30 
Г 


представлены два типа капил- 


Рис. 30. Капиллярные вискозимет- ЛЯрных вискозиметров, которые 
ры: чаще всего используются: виско- 

а— Оствальда; б— Убеллоде; /—ем- зиметр Оствальда и вискозиметр 

кость для исследуемой жидкости; 2 — 

капилляр; 3 — емкость для собирания Убеллоде. 


жидкости после измерения Вискозиметр Оствальда отли- 


чается от вискозиметра Убеллоде 
тем, что в нем течение жидкости через капилляр происходит под 
действием собственного веса. В вискозиметре же Убеллоде для 
течения жидкости в одном из колен создается давление или раз- 
режение. При пользовании тем и другим прибором измеряемой 
величиной является время истечения через капилляр определен- 
ного объема жидкости. Обычно вязкость определяется по отно- 
шению к известному значению вязкости какой-либо эталонной 
жидкости: воды, касторового масла, глицерина и др. 

Методика измерения. При использовании вискозиметра Ост- 
вальда предварительно подбирают объем исследуемой жидкости 
таким образом, чтобы после заполнения левого колена до верх- 
ней метки в нижней части шарика 3 едва выступал мениск 
жидкости. 

В правое колено хорошо вымытого и высушенного вискози: 
метра пипеткой заливают ранее определенное количество иссле- 
дуемой жидкости, помещают прибор в термостат и укрепляют 
строго вертикально. Жидкость термостатируют 20—25 мин, 
после чего с помощью резиновой трубочки ее засасывают в ле- 
вое колено так, чтобы мениск на 9—3 мм был выше верхней 
метки, и дают свободно стекать через капилляр. Когда мениск 
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будет на уровне метки, включают с 
прохождения жидкости между 


ной жидкости в тех же ус 


екундоме 


метками. Изме 
трижды и берут среднее значение. Время и. 


ри измеряют время 


истечения стандарт- 
определяют заранее. 
еиля: 


ловиях обычно 
Вязкость вычисляют по уравнению Пуаз 


_ 7.Р-/4.т 


8” (48) 





где О — объем вытекающей жидкости; 
Р — внешнее давление; 
т — радиус капилляра; 
т — время истечения; 
1 — длина капилляра; 
 — ВЯЗКОСТЬ. 
Вязкости двух жидкостей (стандартной и исследуемой), из- 


меренные при прочих равных условиях в одном капилляре, бу- 

у т.4 ° 
дут относиться как \_= РЕ: откуда вязкость исследуемой 
0 То 


жидкости может быть определена как 





пет (49) 


г 
то 4 





где ии — вязкость стандартной и исследуемой жидкостей, 

пуаз (Н.сек/м?); Е 

4ир— плотность стандартной и исследуемой жидкостей, 

г/смз (кг/мз); - : | 

%ит— время истечения стандартной и исследуемой жид 
костей, сек. 

С помощью капиллярного вискозиметра 
мость вязкости от температуры для я 
нической дефибринированной крови [45], Е 
которых натуральных соков, например виногр 


изучалась зависи- 
ого бульона и тех- 


акже вязкость не- 
[17]. 


Шариковый вискозиметр Гепплера 


‹и /0 и уста- 
Прибор изображен на рис. 31. С помо пои иющей ру. 
новочного винта // вискозиметр вместе ния измерения) и 
башкой может быть перевернут (для по НЕ пути паде- 
наклонен под углом 10°, чтобы п снабжен шестью раз- 
ния шарика от прямого. Прибор арактеристики которых 
личными стандартными шариками, х р 


прилагаются. 
ю = 
Методика измерения. Исслед мую ‘воздуха. Термо 
В трубку так, чтобы в ней не было Е вн 30 мин и накло- 
. р атуре при 
статируют при заданной температур а 


жидкость переносят 





























няют вискозиметр на 10°, дав 


ая шарику свободно падать в жид. 
ется верхней метки, включают се. 


и шарик косн : 
о. Е его при прохождении шариком нижней 


кундомер и выключаю 
метки. Измерения повт 
козиметр и выждав время, Н 


структуры. 


оряют несколько раз, переворачивая вис- 
еобходимое для восстановления 





Рис. 31. Шариковый вискозиметр Гепплера: 


1 — рабочая часть вискозиметра — прозрачная трубка; 

2 — шарик; 3— цилиндр для термостатирующей жидко- 

сти; 4 — термометр; 5 — колпачок для отвода жидкости 

из трубки; 6 — прижимающая гайка; 7 — емкость для 

сбора излишней жидкости; 8 — уплотняющее кольцо; 9 —> 

крышка; 1/0 — подставка; 1/— установочный винт; 12 - 
штуцер для лодвода жидкости 


Расчет производят по уравнению Стокса: 


где 
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аиа 


у—Я _ 27 а-&).в з (50) 
т 9 


У — скорость падения шарика; 
Н — расстояние между метками (путь шарика); 

т время падения шарика между метками; 

7 — радиус трубки; 
‚— соответственно плотность шарика и жидкости; 
8 — ускорение силы тяжести; 
1] — ВЯЗКОСТЬ. 
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Обычно измерения веду =) 
Е ее ра ения ведут по отношению к какой-либо стан- 
дартнои жидкости, тогда расчет упрощается и вязкость можно 
определить из соотношения 


а) 
о 61) 


где Чо и\, то ит — соответственно вязкость, пуаз (Н. сек/м?), и 
, 


время падения шарика (сек) для стандарт- 
нои и исследуемой жидкостей; 

4, Чи 4, — плотность шарика стандартной и исследуе- 
мои жидкостей, г/смз (кг/мз). 

‚В литературе имеется много данных относительно исследова- 
ний, выполненных на шариковом вискозиметре, для различных 
пищевых масс. 

В кондитерской промышленности исследовалась зависимость 
вязкости масла какао в интервале температур от 35 до 54°С, 
а также зависимость вязкости от концентрации сухих веществ 
для карамельной патоки и сахаропаточного сиропа. 

Была изучена зависимость вязкости сахарных сиропов от 
присутствия в них поваренной соли [181]. 

Изучалась зависимость вязкости от температуры для мясо- 
костного бульона и свиного топленого жира [45], для соевых и 
подсолнечных мисцелл. 

При сравнительных исследованиях * физико-химических 
свойств крахмала обычной и восковидной кукурузы изучалась 
зависимость вязкости от температуры и концентрации [146]. Ки- 
нематическая вязкость (отношение вязкости к плотности рас- 
твора) была исследована для крахмалофосфатов зерна проса 
84]. 
| т вискозиметры используют в консервной промыш- 
ленности для определения вязкостных характеристик продуктов 
консервного производства [17]. 


Конический пластометр 


Прибор предложен П. А. Ребиндером и Н. А. Семененко и ее 
назначен для измерения предельного напряжения сд 
(рис. 32). | : 

и измерения. Предельное напряжение т в 
ляется по глубине максимального погружения конуса 

‹ювете. 

туемое вещество, находящееся в кюве з р 

ранних конуса приводят В соприкосновение с ен > 
измеряемой системы. Снимают гирьку Е го 
скорость погружения конуса до его Е а 
конуса прекратится, снимают еще одну г - и = 
повторяют до следующей остановки Е Л аараужицай 
Нусом предельной величины погружения сы ен 
ириложенной нагрузке Г, напряжение, деи у я 
7 Заказ № 437 










































































будет р: редельному напряже 
поверхности конуса, будет равно предель ) апряжению 
сдвига системы — Ри. | 

Вычисления производят по уравнению | 

Е г 
И ЕЯ Ко 5: (52) 
т 
и. 
где Р„ — предельное напряжение сдвига, г/см? (ке/м?); 
т : р. 

К«— константа, зависящая от угла конуса (к прибору при- 
лагается несколько конусов с различными углами и 
вычисленными константами, например К„_...=0,0658, 

= Р . | 
К, =0,159); 
Е — груз, снятый с противовеса, г (кг); 
й» — глубина погружения конуса, см (м). 
Для вычисления предельного 
напряжения сдвига измерения 














2 производят трижды и берут сред- Если стру! 
-- > нее значение. Если требуется по- ной ВЯЗКО 
строить кривую кинетики дефор- цией одно. 
мации, то записывают показания ностью за! 
микрошкалы во времени. ния). 
В пищевой промышленности 
часто используется конический 
пластометр отечественного про- Прибор Н 
3 изводства КП-3, принцип работы а 
5 на котором и способы расчетов На рис. 33 
; не отличаются от описанного. Методи 
С помощью конического пла- | Х50 им и 
1 стометра исследовались струк- костями ы 
в турно-механические свойства сли- Столик 2 л 
вочного масла, которое рассмат- Первонача, 
ривают как тело Бингама. Ис- Трузочн 


ную 
— следование проводилось с целью } м перем 
выработки объективного крите- ной ы 





ой Дефо] 

= ы о) ду ‹ го консистенции. фо 1 

Рис. 32. Конический пластометр: рия для оценки О СИСТеНИ Е определя 

1 — конус; 2 — блок; 3— груз; 4_шка. ОСНОВные реологические харак- Прило Ю 
ла; 5 — микроскоп; 6 — образец теристики находили по кривои 


кинетики деформации [86]. 

другими исследователями изучался про- 
цесс студнеобразования фруктово-желейных систем и влияние 
на него различных факторов (количества добавляемого сахара, 
влажности, рН и др.). По величине предельного напряжения 
глвига определяли пластическую прочность помадной массы 
[132], желейной кондитерской массы на основе поливинилового 
спирта [11], студней окисленного крахмала с добавками альги- к 
ната натрия, агара и агароида, рекомендованных для изготовле- Де 


Л. С. Кузнецовой и 





С Е 

ния желейного мармелада [80], рахат-лукума [37]. Определе- р 

ние величины предельного напряжения сдвига рекомендовано м 

для оценки качества халвы [148]. е а 
— 
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Коническим пластометром исследовались с 


ы труктурно-механи- 
ческие своиства сахарного теста, 


изучалось влияние поверхност- 



































(к) р но-активных веществ и влажности на его пластическую проч- 
| №). ность [133]. 

\, Приб Исследования влияния подсолнечных фосфатидов на пласти- 
уу кт ческую прочность теста позволили рекомендовать сокращение 
К а сроков его брожения [78]. 

т Величину предельного напряжения сдвига неоднократно ис- 
7% пользовали для выработки объективного критерия характери- 
стики консистенции сычужных сыров [91, 172]; а также для ис- 

следования влияния различных факторов на их консистенцию. 

ИЯ предь 

ига там ыы 5.3.2. ПРИБОРЫ ДЛЯ ИЗМЕРЕНИЯ ДЕФОРМАЦИИ 

з оре 

ян беру ОДнНООСНогО СЖАТИЯ 

| Требует ‚ Если структура продукта неоднородна и он обладает значитель- 

"Нетики дефо. ной вязкостью, то его консистенцию характеризуют деформа- 

1ЮТ показания цией одноосного сжатия (реже растяжения, что связано с труд- 

омени ностью закрепления образца и учета деформации формоизмене- 
омышленности ния). 

т конический 

гвенного про- Прибор Николаева и Шпигельгляса 

тит: работ На рис. 33 представлена схема прибора. 

бы расчетов | Методика измерения. Образец в виде бруска размером 50Х 

гисанного. Ж50 мм и высотой 40 мм помещают между о 

ческого пла” | скостями 2 и 3, при этом столик 2 опущен до предела. Подни! 

тись СТР столик 2 до соприкосновения образца с плоскостью 9, измеряют 
войства Си" первоначальную длину образца. Если в таком положении на за- 

я ассмат | грузочную площадку поместить определенный груз 4, то можно 

и Ио | по перемещению стрелки определить величину условно мгновен- 

м вю | ной деформации на шкале прибора. Затем, включив секундомер, 

с те. определяют ее изменение во времени до состояния Ри 

ого КР ИИ, приложенного усилия и внутреннего сопротивления образца. По 

систени результатам измерений строится кривая кинетики деформации. 
ие хар ой Зная начальное сечение образца и вес груза вместе со ой 
ок ИВ | по величине условно-мгновенной упругой деформации и нача. 

Я 0- ной длине образца вычисляют модуль упругого сжатия: 

пр 
ся Е А 

ине | к д . $ ии, (53) 

| й 5 

И И ха 
О си Е 

р ря и где Е — модуль сжатия, г/см? и Е г 

8 о | Р — рабочее ИВ (кг/м?); 

0 ) —\ ния, см/м?; 

НО О $ — площадь сече т 

ВИ ИР, = — безразмерная мен: дефор } 

Л Е 
АМИ (ОВР, | длина образца, см (м); 
и ей А/— изменение длины в процессе деформации, см (м). 
е | 
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Вязкость определяют по уравнению 
49 
эф. — Р / ме , (54) 


где 40 — скорость деформации (отношение изменения высоты 
образца ко времени), см/сек (м/сек); 
4х — среднее расстояние между пластинами, см (м). 

Если пересчитать напряжение на изменившееся сечение об- 
разна в состоянии равновесия, то можно получить предельное 
напряжения сдвига. 

4 


Рис. 33. Схема прибора Николаева и Шпигельгляса: 
1— станина; 2, 3 — диски, между которыми помещают образец; 
4 — груз; 5 — рейка; 6 — шестерня; 7 — стрелка; 8 — эксцентрик, 
дающий возможность диску 2 перемещаться в вертикальной 

плоскости; 9 — шкала 


С помощью указанного прибора исследовались ве 
ские свойства хлебного мякиша, твердых сычужных сыров [1 }, 
изучались изменения их консистенции в процессе хранения. 


Динамометрические весы 


В последние 5—7 лет появились работы, в которых деформация 
одноосного сжатия исследуется на модифицированных динамо- 
метрических весах (рис. 34). я 

Прибор первоначально был предложен для исследования 
структурно-механических свойств студней. Он представляет со- 
бой аналитические весы типа АДВ-200М, где правая нь я 
тавлена без изменения, а в левой части вместо чаши весо 
тонкой стальной нити 5 подвешен пуансон 2. 
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Весы устанавливают на специальную станину, которая сталь- 
ными направляющими крепится к рабочему столику. К столику 
присоединена металлическая рубашка термостата /. В центре 
рабочего столика помещен микрометрический винт 4 с держате- 
лем для установки и вертикального перемещения образца. 

В ненагруженном состоянии весы уравновешены. В освети- 
теле аналитических весов установлена лампочка мощностью 


12—15 Вт для четкого проектирования микрошкалы на матовый 
экран. Металлическая ру- 


башка / и рабочий столик 
образуют рабочую камеру 
прибора. В рубашку подает- 
ся вода из ультратермоста- 
та. Температура в рабочей 
камере контролируется тер- 
мометром 6 или термопарой 
с точностью до =0,1°С. Для 
предотвращения высыхания 
образца в процессе измере- 
ния пространство рабочей 
камеры насыщается парами 
воды. Вода в количестве не- 
скольких капель заливается 
перед началом измерений в 
специальную канавку 3 на 
рабочем столике. 

Прибор дает возмож- 
ность точно и удобно изме- 
рять деформацию образца 
в пределах от 0,01 до 5 мм и 
получать хорошо воспроиз- Рис. 34. Динамометрические весы: 
ВОдИмые ПеЗУЛЬТаТЫ ОШО ее ны 


ка измерения деформа- ский винт для установки и вертикального пе- 
ЦИИ 5% ремещения образца; 5 — стальная нить; 6 — 


С помощью описанного Е — 
прибора можно изучать за- 
мб не от напряжения, температуры и времени 
для систем, имеющих модуль упругости от 10-3 до 10 ке/м?. 

Методика измерения. Перед началом работы необходимо оп- 
ределить цену деления микрошкалы. Для этого, м 
на нуль, помещают на рабочий столик металлическую плас нс 
с точно известной толщиной и опускают пуансон. По светящей у 
шкале подсчитывают число делений. Разделив толщину пла 
стинки на число делений, получают цену одного деления. - 

Образцы для измерений должны иметь а 
форму (4=10—13 мм; #=13—20 мм), причем осо т т 
предъявляют к параллельности торцов. В ий р 
несколько снособов изготовления таких образцов [25]. 
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В канавку на рабочем столике заливают несколько капель 
дистиллированной воды, устанавливают образец, закрывают 
термостатирующую рубашку и определяют нулевую точку от. | 
счета. 

Для определения нулевой точки отсчета предлагается сле- 
дующий способ. Измеряют мгновенные деформации минимум 
при трех значениях нагрузки (например, при 1, 2 иЗ.г). Через 
экспериментальные точки в координатах нагрузка-время прово- 
дят прямую. Экстраполируя эту прямую к нулевой нагрузке, по- 
лучают отрезок на оси ординат, который принимают за нулевую 
точку отсчета и в дальнейшем вычитают из каждого показания 
[185]. 

Определив нулевую точку, образец термостатируют при дан- 
ной температуре в течение 15—30 мин. Все это время весы за- 
крыты, и груз не давит на образец. По окончании термостатиро- 
вания одновременно включают действие нагрузки (снимают 
с чашки весов некоторый груз) и секундомер. В первые 5— 
10 мин отсчет по шкале производят через каждые 30 сек, затем, 
когда деформация начинает нарастать медленнее, время отсчета 
увеличивают. Время измерения подбирается для каждой массы 
отдельно. 

Сняв загрузочную часть кривой, весы на мгновение закры- 
вают, чтобы поместить на чашку весов ранее снятый груз, затем 
включают их одновременно с секундомером и снимают разгру- 
зочную часть кривой во время «отдыха» образца. 

По кривой кинетики деформации, построенной в координатах 
податливость-время, можно вычислить вязкость (см. стр. 178). 

Модуль упругости находят из соотношения 









ЕР, (55) 


= 


где Р — напряжение, равное Р/$, г/см? или кг/м? (Е — вес 
груза, г или кг; $ — площадь сечения образца, см? или а — 


а.п ь 
деформация, равная ет (а— число делений микрошкалы, и — 
йа 


цена деления, й — высота образца, см или м). 
Для графических построений вместо модуля упругости 
удобно пользоваться обратной величиной — податливостью: 


Е (56) 


С помощью описанного прибора были исследованы структур- 
но-механические свойства смешанных альгинат-крахмальных 
студней [209], термомеханические свойства смешанных а 
желатина и альгината кальция [198]. Изучалась также подат 
ливость в зависимости от концентрации для студней желатина 
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ют разгр- 


ординатах 
стр. 17). 


[25] и мармеладных масс [26], причем в последнем случае было 
рекомендовано заменить применяющийся в кондитерской про- 
мышленности прибор Валента, дающий показания не в абсолют- 
ных единицах, динамометрическими весами. 


Рассмотренные выше приборы и методы расчета реологиче- 
ских характеристик, а также результаты их практического ис- 
пользования показывают, что реологические методы могут слу- 
жить целям как исследований, так и усовершенствования техно- 
логических процессов. Получение же результатов измерений 
в абсолютных единицах дает возможность сравнивать данные 
различных исследователей. 








ПРИБОРЫ И ТЕХНИЧЕСКИЕ 


СРЕДСТВА ДЛЯ КОНТРОЛЯ 
КАЧЕСТВА ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ 


Наряду с физико-химическими исследованиями в производствен- 
ных условиях и в лабораториях получили распространение авто- 
матизированные методы контроля качества продуктов питания, 


6.1. КЛАССИФИКАЦИЯ АВТОМАТИЗИРОВАННЫХ 
МЕТОДОВ ОПРЕДЕЛЕНИЯ СОСТАВА И СВОЙСТВ 
ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ 


Автоматизация процесса определения свойств, характеризующих 
качество пищевых продуктов, является важным этапом дальней- 
шего развития и совершенствования методов их исследования. 

Обеспечивая высокую точность определения соответствую- 
щих показателей, автоматизированные контрольно-измеритель- 
ные приборы и устройства позволяют значительно сократить за- 
траты времени на проведение анализа и измерений при произ- 
водстве, транспортировании, хранении и реализации пищевых 
продуктов. 

Применяемые в настоящее время автоматизированные ме- 
тоды определения состава и свойств пищевых продуктов весьма 
разнообразны. Они основываются на использовании физических, 
химических, электрических, ядерных и других эффектов взаимо- 
деиствия исследуемых продуктов с первичными преобразовате- 
лями (датчиками). Сигналы от датчиков восприннмаются вто- 
ричными приборами и преобразуются в информацию. 

Многообразие применяемых схем и конструкций датчиков и 
вторичных приборов обусловливает необходимость классифика- 
ции этих методов и их систематизации. Для практического ис- 
пользования наиболее удобной является классификация методов 
контроля состава и свойств веществ непосредственного измере- 
ния [61], приведенная в табл. 13. 


6.2. ТРЕБОВАНИЯ К ТЕХНИЧЕСКИМ СРЕДСТВАМ 
ДЛЯ АВТОМАТИЗИРОВАННОГО КОНТРОЛЯ 


К приборам, применяемым для исследования пищевых про- 
дуктов, предъявляют особенно строгие требования. Многие пи- 
щевые продукты содержат химически активные вещества, по- 
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Таблица 13 


Классификация методов контроля состава и свойств веществ 
непосредственного измерения 





Контроли- 
руемые пара- 
метры, харак- 

теризующие 
свойства 
продукта 





Механиче- 
ские 


Определяемые свойства 


Плотность 

Удельный вес 

Коэффициент динамической и 
кинематической вязкости 


Методы контроля 


Поплавковый, весовой, гидро- 
статический, динамический 
Капиллярный, падающего ща- 
рика, вращающихся поверх- 
ностей 





Термодина- 


Тепловой эффект реакции 


Термохимический 




















мические | Упругость паров Манометрический 
Электрохи- | Электрическая проводимость Кондуктометрический 
мические | Электродный потенциал Потенциометрический 
Сдвиг электродного потен- Деполяризационный, гальва- 
циала нический 
Потенциал выделения ионов | Полярографический 
и предельная плотность 
тока 
Скорость электролиза Кулонометрический 
Волновые | Интенсивность излучения, | Фотометрический, фотоколори- 
рассеяния и поглощения метрический,  нефелометри- 
света ческий, спектрометрический, 
оптико-акустический, кван- 
тометрический 
Показатель преломления све- Рефрактометрический, интер- 
та ферометрический 
Вращение плоскости поляри- Поляриметрический 
зации 
Интенсивность взаимодейст- Рентгеноспектрометрический, 
вия со средой рентгенов- радиоизотопный 
ских и радиоактивных из- 
лучений ры : 
Скорость распространения и Ультразвуковой 
поглощения ультразвука 
Интенсивность поглощения | Ядерно-магнитного резонанса, 
электромагнитных колеба- электронный,  парамагнит- 
НИЙ ного резонанса 
Электриче- | Электрическая проводимость Термической ионизации, иони- 
ские и маг- газов и паров зации радиоактивными излу- 
нитные чениями, фотоионизации 
Диэлектрическая проницае- Диэлькометрический, емкост- 
мость ный Е 
Удельная магнитная воспри- Термомагнитный, магнитоэф- 
имчивость фузнонный, магнитомехани- 
ческий 


Удельный заряд частиц 


Масс-спектрометрический 










































этому контактирующие с НИМИ р Обладать 
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При проведении исследовании необходимо устранить воз. 
можность развития побочной микрофлоры и исключить попада- 
ние токсичных веществ в продукт. 

Исследования, проводимые с использованием радиоактив- 
ных, высокочастотных и ультразвуковых приборов, должны осу- 
ществляться с учетом возможности вредного влияния излучений 
на качество пищевых продуктов и их микрофлору [163]. 

Технические средства для автоматизированного контроля со- 
става и свойств пищевых продуктов должны соответствовать 
требованиям Государственной системы промышленных приборов 
и средств автоматизации (ГСП). 

ГСП представляет собой совокупность унифицированных 
нормализованных рядов блоков, приборов и устройств для полу- 
чения, обработки и использования информации, которые соот- 
ветствуют единым техническим требованиям, имеют единые 
параметры входных и выходных сигналов и единые нормализо- 
ванные габаритные и присоединительные размеры, а также эко- 
номически целесообразную точность, надежность и долговеч- 
ность. Изделия ГСП изготовляются на основе базовых кон- 
струкций с унифицированными структурами, конструктивными 
параметрами и сигналами, обеспечивающими максимально воз- 
можный уровень унификации и общую технологическую базу 
для производства [47]. 

В настоящее время для исследования свойств и состава пи- 
щевых продуктов используется значительное количество прибо- 
ров, разработанных до внедрения системы ГСП. Постепенный 
переход к использованию унифицированных приборов, соответ- 
ствующих всем требованиям ГСП, позволит повысить эффектив- 
ность системы контроля качества пищевых продуктов и обеспе- 


чить дальнейшее развитие производства пищевых продуктов по 
пути его полной автоматизации. 











6.3. ДИСТАНЦИОННОЕ ИЗМЕРЕНИЕ 
ТЕМПЕРАТУРЫ И ВЛАЖНОСТИ СЫПУЧИХ 
ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ 


В настоящее время получили широкое распространение методы 
дистанционного измерения температуры и влажности сыпучих 
пищевых продуктов (сахара-песка, зерна и др.) в процессах их 
сушки и хранения [39, 177, 35]. Применение этих методов позво- 
ляет повысить эффективность и усовершенствовать технологию 
указанных процессов за счет значительного сокращения затрат 
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соответствующих показателей и устра- 
операции, как систематический отбор 


ерения температуры и 
родуктов заключается в следую- 
щем. Датчики прибора, определяющие один или два параметра 
(температуру, влажность), помещаются в различных точках про- 
дукта. С помощью коммутационного кабеля датчики соединя- 
ются с вторичным (показывающим или регистрирующим) при- 
бором. Периодически производится снятие показаний прибора и 
на основе полученных данных определяются изменения темпера- 
турного и влажностного поля в массе продукта. 

Параллельно измеряются температура и в 
жающего продукт воздуха. 

Полученная информация позволяет проследить за развитием 
процессов тепло- и массообмена между продуктом и окружаю- 
щим воздухом, а также тепло- и массопереноса внутри самого 
продукта и служит основой для проведения мероприятий по ре- 
гулированию этих процессов. 

В качестве’ датчиков при дистанционных измерениях темпе- 
ратуры обычно используют проволочные или полупроводнико- 
вые термосопротивления, а также термопары. ь 

Измерение температуры термометрами сопротивле- 
ния основано на свойстве токопроводящего материала (прово- 
локи или полупроводника) изменять свое электрическое сопро- 
тивление в зависимости от изменения температуры. При увели- 
чении температуры величина электрического сопротивления ме- 
таллических проводников возрастает, а у полупроводников убы- 
вает. 

В настоящее время серийно выпускаются две группы про- 
волочных термометров сопротивления: платиновые 
(ТСП) и медные (ТСМ). Для работы в интервале температур 
от —50 до 180°С используют медные термометры сопротивле- 
ния, а для более широкого диапазона температур от —200 до 
650° С — платиновые [193]. 

Полупроводниковые термометры сопротив- 
ления (термисторы) изготовляются из смеси окислов некото- 
рых металлов. Отечественная ромео выпускает е 
мисторы медно-марганцевые типа ММТ и кобальто-марганцевые 
а сопротивления ет ыы 
ются наибольшей чувствительностью. Они компактны ид 

иствия внешней среды могут быть остеклованы. 
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Вторичные приборы, применяемые = с проволоч. 
ными термометрами сопротивления и терл рами, можно раз. 
делить на три группы: логометры (омметры), уравновешенные п 
неуравновешенные мосты. : 

Принцип действия логометров основан на взаимодейст. 
вии поля постоянного магнита и магнитных полей, которые 
создаются токами, протекающими в двух скрещенных под неко. 
торым углом и жестко скрепленных между собой рамках. Маг. 
нитная система логометра обеспечивает наибольшую величину 
магнитной индукции по линии, проходящей через середину маг. 
нитных наконечников и центр цилиндрического сердечника, во- 
круг которого вращаются рамки. При изменении сопротивления 
датчика через одну из рамок течет ток ббльшей силы, равенство 
моментов нарушается, и подвижная система, связанная со 
стрелкой прибора, поворачивается. Достоинством прибора явля- 
ется то, что в определенных пределах колебания питающего мо- 
ста напряжения не влияют на показания прибора [28]. 

Наиболее распространенными приборами для измерения 
электрического сопротивления термисторов являются уравно- 
вешенные мосты. 

Принцип ‘их действия заключается в поддержании равнове- 
сия между плечом моста, в которое включено термосопротивле- 
ние, и уравновешивающим плечом моста, в цепи которого на- 
ходится реохорд, обеспечивающий необходимое равновесие. 
Уравновешенные мосты могут работать при небольших отклоне- 
ниях величины питающего напряжения. 

Неуравновешенные мосты применяются в основном 
с полупроводниковыми термометрами сопротивления, но так как 
они чувствительны к колебаниям напряжения питания, их ис- 
пользование ограничено. 

Измерение температуры с помощью термоэлектрических 
термометров основано на использовании термоэлектрического 
эффекта. Этот эффект заключается в возникновении электриче- 
ского тока в замкнутой цепи, которая состоит из двух разно- 
родных проводников при разности температур в местах их сое- 
динения (спая). 

В зависимости от применяемых материалов термопары де- 
лятся на две группы: термопары из благородных металлов и 
термопары из неблагородных металлов. К первой группе отно- 
сится, например, платинородий — платиновая термопара (ТПП), 
имеющая верхний предел измерёния 1300° С. Ко второй группе 
относятся термопары хромель-алюмелевая (ТХА) для измерения 
температур до 1000° С, хромель-копелевая (ТХК) с верхним пре- 
делом измерения 600°С, медь-константановая для измерения 
температур до 400° С и др. . 

Для защиты от механических повреждений и воздействия хиИ- 
мически агрессивных сред термопары помещают в специальные 
защитные чехлы. Термоэлектроды изолируют друг от друга и о 
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защитной арматуры с помощью керамических или стеклянных 
изоляторов (бус). 

Для измерения термоэлектродвижущей силы (т. э. д. с.) 
в цепь термопары включают милливольтметр или потенциометр. 
Шкала показывающего прибора может быть для удобства сня- 
тия показаний градуирована непосредственно в градусах [39]. 

Милливольтметры и потенциометры, применяемые в качестве 
вторичных приборов для измерения т. э. д. с. термоэлектриче- 
ских термометров, в зависимости от конструкции могут работать 
в комплекте с одной или несколькими термопарами и иметь уст- 
ройства для регистрации показаний на ленте или диаграмме. 

Принцип действия милливольтметров основан на взаимодей- 
ствин электрического тока, протекающего по виткам вращаю- 
щейся рамки с магнитным полем постоянного магнита, между 
полюсами которого размещается рамка. Угол поворота рамки 
зависит от величины т. э. д. с. 

Измерение т. э. д. с. с помощью потенциометров осуществ- 
ляется компенсационным методом. При этом измеряемая 
т. э. д. с. уравновешивается до известного падения напряжения 
на калиброванном сопротивлении, а результирующий эффект из- 
меряемой и известной э. д. с, подаваемых на измерительный 
прибор, доводится до нуля. В качестве нормального эле 
мёнта применяют ртутно-кадмиевый гальванический элемент 
Вестона, обладающий при температуре 20° С э. д. с. 1,0183 В 
и сохраняющий ее при малых нагрузках. 

Дистанционное определение влажности сыпучих пищевых 
продуктов представляет собой более сложную задачу по срав- 
нению с определением их температуры. Это объясняется специ- 
фикой определяемого параметра. Если при измерении темпера- 
туры продукта достаточно получить информацию о степени 
нагретости, или, иначе говоря, о среднеи кинетической энергии 
молекул данного продукта в целом, то при определении влажно- 
сти необходимо установить соотношение между молекулами ис- 
следуемого вещества и молекулами воды, находящимися в про- 
дукте. 

Известно, что пищевые продукты могут удерживать влагу 
различными способами, т. ©. существует несколько форм связи 
влаги с основным материалом, отличающихся по своей энергии 
и соответственно прочности связи. Кроме того, присутствующая 
в продукте влага оказывает влияние на его свойства: ое 
сыпучесть, упругость, диэлектрическую проницаемость, эл г: 
сопротивление и др. Эти причины затрудняют решение зад 
дистанционного определения влажности для многих а — 
продуктов, однако в О сыпучих пищевых проду 

ый прог : 
м Разработаны и практически осуществ- 
лены в производственных условиях методы АООТ В 
мерения влажности сахара-песка, зерна и других сыпучих пищ 
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вых продуктов. Такие методы основаны на зависимости измене- 
ния электрофизических свойств от изменения влажности про- 
дукта. 

` Одним из методов дистанционного измерения влажности 
продуктов является емкостный метод. В, основу емкостного 
метода измерения влажности положено свойство продукта из- 
менять величину диэлектрической проницаемости с изменением 
влажности. Известно, что диэлектрическая проницаемость воды 
является величиной постоянной и близка к 81 (=^—81 ф/н), а для 
большинства сухих веществ она находится в пределах от 2 до 
10. Поэтому даже незначительное изменение влажности веще- 
ства вызывает изменение его диэлектрической проницаемости 
[163]. 

Этот метод позволяет достаточно точно определять количе- 

ство свободной (удаляемой высушиванием) влаги в продукте. 

Для связанной влаги (молекулы во- 

7 ды, связанные с твердым веществом 

о о ионными, молекулярными связями) 

7—2 3 в этот метод неприменим, так как ве- 

личина диэлектрической проницае- 

Рис. 35. Схема датчика влаго. Мости связанной воды от 2,2 до 

мера: 15 ф/н. Определение влажности пи- 

И Наконеин т: фто щевого продукта емкостным мето- 

тор типа ММТ-1-100; 4— корпус; ДОМ СВОДИТСЯ к измерению величины 

А диэлектрической проницаемости 
продукта. 

При емкостном методе используются три основных устрой- 
ства: высокочастотный генератор, датчик и измерительный 
прибор. 

Датчики емкостных влагомеров представляют собой цилинд- 
рические или плоские конденсаторы, внутрь которых вводится 
исследуемый продукт. На обкладки конденсатора подается на- 
пряжение и измеряется его емкость. При этом учитывают, что 
на величину емкости конденсаторного датчика, помимо диэлек- 
трической проницаемости, влияют плотность укладки и масса 
материала, его температура, электрическая проводимость и дру- 
гие факторы. Для уменьшения влияния этих факторов вводятся 
соответствующие поправки. 

В настоящее время разработаны и применяются емкостные 
влагомеры для зерна, обеспечивающие дистанционный контроль 
его влажности. Прибор АВП (разработанный во ВНИИЗе) по- 
зволяет определить влажность зерна в диапазоне 10—20 с точ- 
ностью до =1%. Имеются аналогичные приборы ОТИ-1 и 
ОТИ-2. я 

Кондуктометрический метод измерения влажности 
широко применяется для таких сыпучих пищевых продуктов, 
как зерно, мука, сахар-песок и др. Этот метод основан на зави- 
симости между влажностью продукта и его электрическим со- 
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противлением. Определение влажности кондуктометрическим 
методом сводится к измерению сопротивления материала 

Измерительное устройство состоит из датчика, представляю- 
щего собой пару электродов, с помощью которых через иссле- 
дуемый продукт пропускается электрический ток, и вторичного 
прибора, измеряющего сопротивление. 

Ниже в качестве примера рассмотрено устройство прибора 
для дистанционного определения влажности и температуры са- 
хара-песка [35]. 

Прибор состоит из датчика, тераометра типа Е-6-3 и комму- 
тационного устройства. На рис. 35 изображена схема датчика 
влагомера. Электродами служат конический наконечник / и кор- 
пус 4. Они разделены между собой фторопластовым изолятором 
калиброванной толщины. Для определения температуры внутри 
датчика установлен термистор 3 типа ММТ-1-100. Измерение 
электросопротивления сахара-песка, а также сопротивления тер- 
мистора осуществляется с помощью тераометра типа Е-6-3, 
имеющего рабочий диапазон измерений от 103 до 10:2 Ом. По- 
грешность измерения по величине влажности 0,01%, по тем- 

пературе =1°С. В комплект прибора входят 5—10 датчиков, 
обеспечивающих дистанционность измерения до 10—15 м. 
Практическое применение описанных выше приборов для 
определения температуры и влажности сыпучих пищевых про- 
дуктов позволяет решать проблему контроля их качества на 


более высоком научном уровне. 





ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Книга не содержит исчерпывающего описания всех современных 
методов исследования и не является исчерпывающей сводкой 
литературы. В ней приведены лишь основные литературные ис- 
точники последних десяти лет. 

Основная цель книги состоит в том, чтобы способствовать 
успешному применению спектральных, хроматографических, лю- 
минесцентных и реологических методов для анализа пищевых 
продуктов. Однако методы исследования качества пищевых про- 
дуктов многочисленны и разнообразны. Поэтому наряду с рас- 
смотренными важное значение будут приобретать масс-снек- 
троскопические, радиоспектроскопические, ядерномагнитный 
резонанс, рентгеноструктурный анализ, электрофорез и другие 
новейшие методы исследования, разрабатываемые в смежных 
областях науки. 
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С56 Современные методы исследования качества 
пищевых продуктов. М., «Экономика», 1976 
ПЕ. 


В книге изложены основы физико-химических методов оценки 
качества продуктов ‘питания, а также значение этих методов для 
определения пищевой ценности, рациональных условий хранения и 
использования. Подробно рассматриваются спектральные, хрома- 
$ тографические, люминесцентные и реологические методы исследо- 
к вания пищевых продуктов, сущность, виды и возможности практи- 
ческого применения каждого метода. 

Книга представляет интерес для научных работников и специа- 





листов, занимающихся исследованием пищевых продуктов и опре 
делением их качества. 
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